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Abkürzungen
ABICAP®: antibody immuno column for analytical processes
ACE: angiotensin converting enzyme
ACT: aktivierte Gerinnungszeit (activated clotting time)
ADP: Adenosindiphosphat
AK: Antikörper
aPP: aktiviertes Poolplasma
aPTT: aktivierte partielle Thromboplastinzeit
BPI: bactericidal/permeability increasing protein
BSA: bovines Serumalbumin
CBB: sodiumcarbonate-bicarbonate buffer
CFU: colony forming units
CTAD: Citrat, Theophyllin, Adenosin, Dipyrimadol
DMSO: Dimethylsulfoxid
EDTA: Ethylendiamintetraessigsäure
ELISA: enzyme-linked immunosorbent assay
HAT: heparinassoziierte Thrombozytopenie
HMWK: hochmolekulares Kininogen
I.E.: internationale Einheit
kD: Kilodalton
LPS: lipopolysaccharide binding protein
mV: Millivolt
MW: Mittelwert
naPP: nicht aktiviertes Poolplasma
OD: optische Dichte
PBS: phosphate buffered saline
PF 4: Plättchenfaktor 4
PGI2: Prostazyklin
SD: Standardabweichung
TAT: Thrombin-Antithrombin III-Komplex
TNF-α: Tumor-Nekrose-Faktor-α
t-PA: Plasminogenaktivator
(tissue-type plasminogen activator)
UFH: unfraktioniertes Heparin
USPE: Aktivitätseinheiten nach United-States-Pharmacopeia-
Standard
VLDL: very low density lipoprotein
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1  Einleitung
Mehr als 600.000 Patienten weltweit müssen sich aufgrund einer chronischen
Niereninsuffizienz mehrmals wöchentlich einer Hämodialysebehandlung
unterziehen. Jedes Jahr werden es 6 % mehr. Für diese Menschen wird pro Jahr
eine Anzahl von 60 Millionen Dialysatoren benötigt. Einige Patienten unterziehen
sich dieser Behandlung über mehr als 15 Jahre. In diesem Zeitraum kommt das
Blut eines Patienten mit einer 4.000 m2 großen Membranoberfläche in Kontakt.
Dies entspricht der Größe eines Fußballfeldes [1]. Vor diesem Hintergrund stellen
sich folgende Fragen:
Werden durch den ausgedehnten unphysiologischen Blut-Fremdoberflächen-
Kontakt im Rahmen der Hämodialyse beim Patienten Abwehrmechanismen
stimuliert? Welche Reaktionsschritte initiieren die Aktivierung der verschiedenen
Teilsystem wie plasmatische Gerinnung, Thrombozyten, Komplementsystem und
Leukozyten? Welche Auswirkungen haben die Blut-Fremdoberflächen-
Interaktionen auf den Organismus des Dialysepatienten? Stimulieren bestimmte
Dialysatoren die Abwehrmechanismen mehr als andere Dialysatoren, d.h. gibt es
„biokompatible“ und „weniger biokompatible“ Dialysatoren?
1968 berichteten Kaplow und Goffinet erstmals, dass es zu Beginn einer Dialyse
mit Cuprophan®-Membranen zu einer Granulozytopenie kommt [2]. Etwa 10
Jahre später konnten Craddock et al. zeigen, dass dieses Phänomen durch eine
Aktivierung des Komplementsystems hervorgerufen wird [3]. Bis zu diesem
Zeitpunkt war der Begriff der Biokompatibilität als Faktor der Membranqualität
auf die eventuelle Induktion einer Hämolyse und auf die Thrombogenität einer
Dialysemembran beschränkt [4].
In der Folge wurden Membranen auf Cellulosebasis modifiziert und neue
synthetische Membranen entwickelt, die sich nicht nur durch günstigere
Trennungseigenschaften, sondern auch durch eine verbesserte Biokompatibilität
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auszeichnen sollten. Der Begriff der Biokompatibilität wurde erweitert. Heute
wissen wir, dass die Membran-Blut-Interaktionen nicht auf das Gerinnungssystem
und das Komplementsystem beschränkt sind. Eine ganze Reihe von
Laborparametern steht zur Beurteilung der Biokompatibilität einer
Dialysemembran zur Verfügung und erlaubt Einblicke in die
pathophysiologischen Abläufe, die durch Blut-Fremdoberflächen-Kontakte in
Gang gesetzt werden [5].
Die Thrombenbildung im Extrakorporalkreislauf des Dialysesystems bleibt
allerdings von zentraler Bedeutung, da sie eine Antikoagulation, in der Regel mit
unfraktioniertem Heparin, unumgänglich macht. Durch den Einsatz von
Antikoagulanzien ist wiederum die Beurteilung der Thrombogenität von
Dialysemembranen erschwert. Nicht zuletzt aufgrund einer großen
interindividuellen Variabilität bezüglich des Ansprechens auf Heparin sind
Messparameter, die durch die Heparinisierung beeinflusst werden, nur bedingt als
Thrombogenitätsmarker geeignet [6, 7].
Es wird angenommen, dass die plasmatische Gerinnung beim Blut-
Fremdoberflächen-Kontakt in erster Linie über den endogenen Reaktionsweg
(Faktor XII – Faktor VIII) in Gang gesetzt wird. Die Aktivierung von Faktor XII
zu Faktor XIIa verläuft dabei weitestgehend heparinunabhängig, so dass der
Faktor XIIa ein prinzipiell geeigneter Parameter zur Beurteilung der Aktivierung
der plasmatischen Gerinnung zu einem frühen Zeitpunkt ist. Allerdings werden in
Vollblut und Plasma mehr als 90 % des aktivierten Faktor XIIa innerhalb weniger
Minuten durch C1-Inhibitor gebunden [8, 9]. Der inaktivierte, C1-Inhibitor-
gebundene Faktor XIIa entzieht sich den zur Zeit üblichen Nachweismethoden
(chromogener Substratassay, Faktor XIIa-ELISA). Es ist daher zu vermuten, dass
die Messung des Faktor XIIa-C1-Inhibitor-Komplexes ein sensitiveres
Nachweisverfahren für die Aktivierung der plasmatischen Gerinnung darstellt.
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Die überwiegende Zahl der Biokompatibilitätsuntersuchungen an
Dialysemembranen wurde bisher in Form klinischer Studien unter
Berücksichtigung nur einzelner Parameter durchgeführt. Die große Anzahl der
wenig kalkulierbaren Einflussgrößen beschränkt die Aussagekraft solcher Studien,
so dass in der Vergangenheit recht widersprüchliche Ergebnisse veröffentlicht
wurden [10].
Im Rahmen der Konsensuskonferenz für Biokompatibilität 1993 in Königswinter
wurden verschiedene In-vitro-Testmodelle zur Evaluierung der Biokompatibilität
von Dialysemembranen vorgestellt. Neben statischen Modellen, mit deren Hilfe
Fremdoberflächen-Blut-Interaktionen an Flachmembranen ohne Berücksichtigung
rheologischer Einflüsse untersucht werden können, ist ein möglicher Ansatz, der
sich enger als die statischen Modelle am späteren klinischen Einsatz orientiert, ein
dynamisches In-vitro-Dialyse-Rezirkulationsmodell, bei dem Originaldialysatoren
mit Kapillarmembranen eingesetzt werden [11].
Systematische Untersuchungen, die mit Hilfe dieses Modells und unter
Berücksichtigung nicht nur einzelner Parameter die Biokompatibilität von
Dialysemembranen betrachten, wurden bisher nicht veröffentlicht.
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2  Theoretische Grundlagen
2.1  Grundlagen der Hämodialyse
Die Hämodialyse zählt zu den Routineverfahren bei der Behandlung von akuter
und chronischer terminaler Niereninsuffizienz. Während einer Dialysebehandlung
werden harnpflichtige Substanzen aus dem Blut des Patienten entfernt. Durch
Kontrolle der Ultrafiltration wird eine Hypervolämie ausgeglichen.
Zum Verständnis der Hämodialyse müssen verschiedene, im folgenden
dargestellte Aspekte berücksichtigt werden.
2.1.1  Extrakorporaler Blutkreislauf
Im allgemeinen wird eine Dialysebehandlung dreimal wöchentlich über eine
Dauer von jeweils 4 – 5 Stunden durchgeführt. Der extrakorporale Blutkreislauf
beginnt am „arteriellen“, d.h. zum Dialysator hinführenden Schenkel des
Gefäßzuganges, für den meist ein zuvor operativ angelegter arteriovenöser Shunt
punktiert wird. Mit Hilfe einer Blutpumpe, in der Regel eine okklusiv arbeitende
Rollerpumpe, wird das Blut mit einer Flussrate von 200 – 300 ml/min durch einen
Dialysator geleitet. Über den „venösen“, d.h. den vom Dialysator wegführenden
Schenkel des Gefäßzuganges wird das „gereinigte“ Blut dem Patienten wieder
zugeführt. Zusätzlich gehören zum extrakorporalen Blutkreislauf eine
Heparinpumpe zur Verhinderung einer Koagulation des Blutes,
Klemmvorrichtungen und Luftfallen. Diese dienen dazu, bei einem Störfall (z.B.
Leckage, Luft im System etc.) den Dialysevorgang zu unterbrechen,
beziehungsweise kleinere Luftmengen aus dem Schlauchsystem zu beseitigen.
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2.1.2  Dialysatoren
Dialysatoren sind Module, in denen durch Diffusion und Konvektion ein
Stoffaustausch zwischen dem zu entgiftenden Blut und einer Dialysierflüssigkeit
sowie ein Flüssigkeitsentzug aus dem Blut stattfinden.
Im Dialysator ist das Blut von der Dialysierflüssigkeit durch eine semipermeable
Membran getrennt. Man spricht von einem Blutkompartiment und einem
Dialysatkompartiment. Je nach dem geometrischen Aufbau des
Blutkompartiments unterscheidet man Hohlfaser- und Plattendialysatoren. Nahezu
90 % aller Behandlungen werden heute mit Hohlfaserdialysatoren durchgeführt.
Um eine Membranoberfläche von 1 – 1,5 m2 zu erreichen, können in einem
Hohlfaserdialysator bis zu 20.000 Kapillaren eingebaut sein [12].
Neben dem geometrischen Aufbau des Dialysators hat das verwendete
Membranmaterial entscheidenden Einfluss auf Trennungseigenschaften und
Biokompatibilität eines Dialysators. Man unterscheidet auf der einen Seite
symmetrische von asymmetrischen Membranen und auf der anderen Seite
Membranen aus unmodifizierter regenerierter Cellulose von Membranen aus
modifizierter regenerierter Cellulose und synthetische Membranen.
Symmetrische Membranen sind innen und außen homogen strukturiert.
Asymmetrische Membranen dagegen haben innen eine dünne Membranschicht,
die meist 1 – 3 µm dick ist und an der sich der eigentliche Separationsprozess
abspielt. Dieser inneren, meist sehr glatten Membran folgt eine mehr oder weniger
poröse, schaumartige Struktur, die oft auch als Stützschicht oder äußere Membran
bezeichnet wird (Abb. 1) [12].
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Abb. 1: Schematische Darstellung verschiedener Membranstrukturen.
a symmetrischer Aufbau, b asymmetrischer Aufbau,
1 = innere Membran, 2 = äußere Membran [12]
Im folgenden werden die für diese Dissertation relevanten Membranmaterialien
kurz charakterisiert.
Cuprophan®
Die heute immer noch am häufigsten verwendete Dialysemembran besteht aus
Cuprophan® [13]. Cuprophan® ist ein Markenname für Cellulosefasern. Cellulose
ist ein lineares Polysaccharid, das aus einer Sequenz von Cellobiose besteht und
in der Natur in Baumwolle, Holz und den meisten Pflanzen als strukturelles
Polymer weit verbreitet ist [14]. Von regenerierter Cellulose spricht man nach
Reinigung und Auflösung sowie Formung und Präzipitation als Film oder
Hohlfaden. Die meisten heute verwendeten Membranen dieser Gruppe werden im
sog. Cuprammoniumprozess hergestellt [12].
Bei dem Polymer handelt es sich um ein extrem polares bzw. hydrophiles
Molekül, welches mit Wasser ein Hydrogel bildet. Es zeichnet sich durch eine
hohe Porosität bei gleichzeitig kleiner Porengröße aus (durchschnittlicher
Porenradius: 1,72 nm). Dadurch können Moleküle ab 500 – 1.000 Dalton die
Membran nur noch langsam und größere Moleküle überhaupt nicht passieren.
Bemerkenswert ist, dass Cellulose eine der wenigen Materialien ist, die durch
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Interaktion mit Wasser eine höhere mechanische Stabilität als im Trockenen
aufweisen. Dadurch ist es möglich, sehr dünne Membranen (5 µm) mit
entsprechend günstigen diffusiven Transporteigenschaften herzustellen.
Polysulfon / Polyethersulfon
Polysulfon ist je nach Hersteller ein Mono- oder Kopolymer [12]. Die erste in der
Nierenersatztherapie routinemäßig verwendete Polysulfonhohlfaser wurde von
Streicher und Schneider Ende der siebziger Jahre beschrieben und wird heute
unter dem Namen „Fresenius-Polysulfon®“ geführt [15]. Es handelt sich dabei um
eine asymmetrische Membran. In der inneren hydrophoben Oberfläche sind
mosaikartig hydrophile Mikrodomainen eingestreut. Die äußere fingerartige
Struktur der Membran sorgt für die entsprechende mechanische Stabilität bei
geringer Wandstärke (40 µm). Durch Variation der Porengröße können aus
Polysulfon sowohl Low-flux- (Permeabilität bis ca. 5 kD) als auch High-flux-
Membranen (Permeabilität bis ca. 66 kD) hergestellt werden.
Low-flux-Membranen werden in der klassischen Hämodialyse verwendet,
während High-flux-Membranen ihren Einsatzbereich in der Hämofiltration oder in
der kombinierten Hämodiafiltration haben. Aufgrund einer hohen hydraulischen
Permeabilität dürfen High-flux-Membranen nur mit einer volumetrischen
Ultrafiltrationskontrolle verwendet werden, um einen unkontrollierten
Wasserentzug aus dem Blut des Dialysepatienten zu verhindern [12].
Polyacrylonitril / AN69®
Die AN69®-Membran der Firma Hospal ist eine kopolymere Membran aus
Acrylonitril und Natriummethallylsulfonat [16]. Es handelt sich um eine
symmetrische Membran. Durch den Zusatz von Methallylsulfonat entsteht eine
feinporige, homogene High-flux-Membran (Porendurchmesser 2,52 nm) mit sehr
guten diffusiven und konvektiven Transporteigenschaften [12].
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Im Gegensatz zu Cuprophan® (0 mV) und Polysulfon (-20 mV) besitzt die
Polyacrylonitril-Membran eine stark negative Oberflächenladung von etwa
-150 mV [17]. Zudem zeichnet sich die Membran durch eine beträchtliche
Adsorptionsfähigkeit für Proteine aus, was bei der Elimination von β2-
Mikroglobulin quantitativ durchaus relevant ist [18].
2.1.3  Dialysierflüssigkeit
Während der Hämodialyse ist das Blut des Patienten durch die semipermeable
Wand der Dialysemembran von der Spülflüssigkeit, d.h. der Dialysierflüssigkeit,
getrennt. Es kommt zwischen Blut- und Dialysatkompartiment zum nahezu
vollständigen Konzentrationsausgleich von nicht nur kleinmolekularen
harnpflichtigen Substanzen, sondern auch von allen kleinmolekularen
Blutbestandteilen wie Glucose und Elektrolyten. Daher wird bei der Hämodialyse
als Spülflüssigkeit eine dem Blut isoosmolare Elektrolytlösung verwandt, die alle
wesentlichen Elektrolyte in physiologischen Konzentrationen enthält (Tab. 1).
Entsprechend den Bedürfnissen des einzelnen Patienten können die
Konzentrationen der einzelnen Elektrolyte in vorgegebenen Grenzen variiert
werden.
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Tab. 1: Zusammensetzung der Dialysierflüssigkeit
Natrium 125 – 145 mmol/l
Kalium 1,0 – 3,0 mmol/l
Calcium 1,25 – 1,75 mmol/l
Magnesium 0,5 – 1,0 mmol/l
Chlorid 100 – 110 mmol/l
Acetat * 32 – 37 mmol/l
Glucose 0 – 11 mmol/l
Osmolarität 280 – 300 mmol/l
Temperatur 37 °C
pH-Wert 6 – 8
* oder 31-35 mmol/l Bicarbonat mit 4 – 8 % Acetat
Eine besondere Bedeutung kommt dem Puffer in der Dialysierflüssigkeit zu. Pro
Tag kommt es im Stoffwechsel zu einem Säureüberschuss von 50 – 80 mmol/l,
der beim Gesunden über die Niere ausgeschieden wird, jedoch bei
Dialysepatienten im dialysefreien Intervall täglich akkumuliert. Ein Teil dieser
H+-Ionen wird durch Bicarbonatverbrauch mit entsprechender CO2- und H2O-
Bildung „abgeatmet“ (Hyperventilation). Während der Dialyse können außerdem
angehäufte Anionen, z.B. SO42- und Cl-, wie auch organische Säuren ins Dialysat
„ausgewaschen“ werden. Der Pufferverlust muss daher in Form von Bicarbonat
ersetzt werden.
Entsprechend den verschiedenen Membranen, Low-flux- oder High-flux-
Membranen, können wie oben beschrieben kleinmolekulare Substanzen von 1 –
60 kD die Dialysemembran mehr oder weniger frei durchwandern. D.h. auch alle
Verunreinigungen und Inhaltsstoffe des Dialysats können theoretisch bei einem
fehlenden oder unzureichenden transmembranösen Druckgradienten in Richtung
Dialysatkompartiment in das Blut des Patienten gelangen. Pro Woche ist das Blut
des Dialysepatienten ca. 300 – 500 l Dialysierflüssigkeit exponiert. Das für die
Dialyse aufbereitete Reinwasser ist nicht steril. Die maximal zulässige Keimzahl
für die fertige Dialysierflüssigkeit (Reinwasser plus Elektrolytkonzentrate) beträgt
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bis 2.000 CFU/ml [19]. Durch Übertritt von Bakterienbestandteilen (z.B.
Endotoxine) – weniger von vitalen Bakterien – können Dialysepatienten pyrogene
Reaktionen oder eine Sepsis entwickeln [20]. Dieser Umstand ist bei der
Beurteilung der Biokompatibilität von Dialysemembranen von Bedeutung, da
diese Reaktionen streng genommen nicht der Bioinkompatibilität einer Membran
zugeordnet werden dürfen. Von verschiedenen Stellen wird gefordert, dass
regelmäßig Endotoxinkontrollen im Dialysat zu erfolgen haben. Optimal wäre
eine generell bakterien- und endotoxinfreie Dialysierflüssigkeit, wie es
verschiedentlich durch Sterilfiltration in der Dialysemaschine erzeugt wird [21].
2.1.4  Antikoagulation
Der Kontakt von Blut mit fremden Oberflächen führt über Plasmaproteinadhäsion,
Thrombozytenadhäsion und -aggregation sowie über Aktivierung der
plasmatischen Gerinnung zur Koagulation des Blutes und Thrombenbildung [22,
23, 24, 25]. Um dies im extrakorporalen Blutkreislauf der Hämodialyse zu
verhindern, ist der Zusatz eines Antikoagulanz notwendig. Das gängigste
Antikoagulanz ist unfraktioniertes Heparin, ein saures Mukopolysaccharid
unterschiedlicher Kettenlänge mit einem Molekulargewicht von 10 – 30 kD. Die
Heparinwirkung wird biologisch nach dem USP-(United-States-Pharmacopeia-)
Standard in Aktivitätseinheiten (USPE, I.E.) angegeben. Eine I.E. ist definiert als
die Menge Heparin, die in 1 ml Schafplasma die Gerinnung für eine Stunde
verhindert [26]. Heparin bildet reversibel einen Komplex mit Antithrombin III
und Gerinnungsfaktoren, z.B. Faktor Xa und Thrombin. Dabei beschleunigt
Heparin die Bindung von Antithrombin III an die Gerinnungsfaktoren und deren
Inaktivierung [27, 28]. Bei intravenöser Gabe tritt die Heparinwirkung praktisch
sofort ein. Die Plasmahalbwertszeit ist dosisabhängig und wird durch die
enzymatische Metabolisierungskapazität der Leber bestimmt. Sie beträgt bei
üblicher Dosierung 60 – 90 min.
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Die Heparinzufuhr erfolgt über eine spezielle Heparinpumpe zwischen Blutpumpe
und Dialysator. Man unterscheidet eine intermittierende Heparinisierung und eine
kontinuierliche Heparinisierung. Bei der intermittierenden Heparinisierung
werden nach einer individuellen Initialdosis (2.500 – 5.000 I.E.) in festgelegten
zeitlichen Abständen weitere Einzeldosen Heparin verabreicht. Bei der
kontinuierlichen Heparinisierung werden unmittelbar nach Gabe der Initialdosis
500 – 2.500 I.E./h infundiert.
Eine Heparinüberdosierung während der Dialyse birgt ein erhöhtes Blutungsrisiko
in sich. Eine Heparinunterdosierung kann durch Fibrinbeläge die Dialyseeffizienz
vermindern und zu Blutverlust durch Thrombosierung im Extrakorporalkreislauf
führen. Weit verbreitete Methoden für eine Kontrolle der Heparinwirkung sind die
aktivierte partielle Thromboplastinzeit (aPTT) und die aktivierte Gerinnungszeit
(activated clotting time, ACT). Die Bestimmung der aPTT beruht auf der
apparativen Messung der Zeit bis zum Auftreten eines Fibringerinnsels in Citrat-
Blut nach vorausgegangener Kontaktaktivierung mit PTT-Reagens und
anschließender Rekalzifizierung. Der individuelle Ausgangswert (30 – 40 s) soll
bei der Standardheparinisierung um 30 – 60 s angehoben werden. Bei der ACT
wird apparativ standardisiert die Zeit gemessen, in der frisches Vollblut in
Anwesenheit eines Kontaktaktivators gerinnt. Bei Standardheparinisierung und
üblichen Ausgangswerten um 100 Sekunden soll die ACT etwa 150 – 200 s
betragen [26].
Bezüglich Heparinnebenwirkungen sind neben Blutungskomplikationen (Haut,
Schleimhäute, Magen-Darm-Trakt, ableitende Harnwege, weiblicher
Genitaltrakt), die meist auf Überdosierungen zurückzuführen sind, und weiteren
seltenen Nebenwirkungen wie allergischen Reaktionen, Alopezie [27],
Fettstoffwechselstörungen [29] und Osteoporose [30, 31] die heparinassoziierten
Thrombozytopenien (HAT) zu erwähnen. Eine leichte, vorübergehende
Thrombozytopenie (HAT Typ I, 100.000 – 150.000/µl) ist auf eine passagere
Aktivierung der Blutplättchen zurückzuführen und klinisch meist nicht
bedeutsam. Die immunologisch vermittelte heparininduzierte Thrombozytopenie
2   Theoretische Grundlagen Seite 16
(HAT Typ II) kann mit Hautnekrosen sowie arteriellen und venösen
thromboembolischen Ereignissen verbunden sein und macht eine sofortige
Beendigung der Heparintherapie erforderlich. Die HAT Typ II ist unabhängig von
der Dosis und Applikationsart und hat eine Letalität von 25 % [32].
Zur Zeit noch weniger gebräuchliche Antikoagulanzien für die Hämodialyse sind
niedermolekulares Heparin [33, 34, 29] und rekombinantes Hirudin [35], auf die
hier nicht näher eingegangen wird.
2.1.5  Komplikationen und Nebenwirkungen der Hämodialyse
Dialyseassoziierte Gesundheitsschäden lassen sich in akute und chronische
Komplikationen unterteilen. Zu den akuten Komplikationen gehören Hypo- und
Hypertension, Erbrechen, Schwindel, Muskelkrämpfe, Fieber, Kopfschmerzen,
Leukopenie, Hypoxämie, Blutungen, Infektionen und anaphylaktische Reaktionen
[36, 37]. Chronische Nebenwirkungen der Dialyse sind Amyloidose [38, 39, 40],
Dialyseenzephalopathie [41, 42, 43, 44], Psychosen, periphere Neuropathie und
renale Osteodystrophie [45, 46, 47, 48]. Bei manchen chronischen
Komplikationen ist bis heute nicht eindeutig geklärt, ob diese auf die
fortgeschrittene Nierenerkrankung oder auf eine langfristige Dialysebehandlung
zurückzuführen sind.
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2.2  Biokompatibilität in der Hämodialyse
2.2.1  Historische Aspekte
In den sechziger und zum Teil noch in den siebziger Jahren des 20. Jahrhunderts
beschränkten sich die Untersuchungen von Biomaterialien auf deren Toxizität und
thrombogene Eigenschaften [49, 50]. Die Blutgerinnselbildung im
Extrakorporalkreislauf war und ist bis heute bei der Hämodialyse ein
herausragendes Problem. Mit dem Ziel, „nicht-thrombogene“ Materialien zu
entwickeln, konzentrierte man sich darauf, Einblicke in die pathophysiologischen
Abläufe der Gerinnungsaktivierung durch Blut-Fremdoberflächen-Kontakt zu
bekommen [51, 52]. Ende der siebziger Jahre entdeckte man erste Hinweise dafür,
dass auch das Immunsystem des Dialysepatienten durch die Hämodialyse nicht
unbeeinflusst bleibt. 1977 postulierten Craddock et al., dass es durch Aktivierung
des Komplementsystems über den alternativen Weg im Rahmen der Dialyse mit
Dialysatoren auf Cellulosebasis bei Patienten zu einer Leukozytenaggregation im
Lungenstromgebiet (mit der konsekutiven Gefahr einer Hypoxämie) und
passageren Granulozytopenie kommt [3]. 1978 wurde erstmals von
Überempfindlichkeitsreaktionen nach Dialyse mit Ethylenoxid sterilisierten
Dialysatoren berichtet [53]. Es war nun das Komplementsystem, dem in der Folge
das größte Interesse galt. Schon in den frühen Jahren der
Biokompatibilitätsforschung stellte man fest, dass sich verschiedene
Dialysemembranen in ihrer Fähigkeit, das Komplementsystem zu aktivieren,
unterscheiden. Veröffentlichungen zwischen 1980 und 1983 belegten, dass zum
Beispiel die Polyacrylonitril-Membran der Firma Hospal im Gegensatz zu den
Dialysemembranen auf Cellulosebasis eine signifikant geringere
Komplementaktivierung und Leukozytenaggregation hervorruft [54, 55].
Es zeigte sich bald, dass die beobachteten Bioinkompatibilitätsphänomene global
als eine Entzündungsreaktion auf den Kontakt von Blut mit Fremdmaterialien im
Extrakorporalkreislauf der Hämodialyse angesehen werden konnten. Tatsächlich
2   Theoretische Grundlagen Seite 18
stellte sich heraus, dass die Komplement-Aktivierungsphase von einer Zell-
Aktivierungsphase begleitet wird, die eine Reihe von Zellpopulationen mit
einbezieht [56]. Neben der Dialysemembran sollten weitere Dialyseelemente, so
vor allem die Dialysierflüssigkeit aufgrund ihrer chemischen und
bakteriologischen Eigenschaften, diese Zell-Aktivierungsphase auslösen können
[57]. Die Membran schien jedoch eine zentrale Rolle zu spielen. Von
verschiedenen Autoren wurde als direkter Membraneffekt die Freisetzung
mehrerer Zellaktivierungsprodukte beschrieben, unter anderem reaktive
Sauerstoffspezies bzw. Granulozytenproteasen, wie Elastase und Gelatinase [58,
59].
Ebenfalls Mitte der achtziger Jahre des 20. Jahrhunderts formulierten Henderson
et al. die „Interleukin-Hypothese“, die besagte, dass von Monozyten freigesetzte
Zytokine und Interleukine eine zentrale Rolle bei
Bioinkompatibilitätsphänomenen einnehmen. Als Folge des Kontaktes von Blut
mit Fremdmaterialien soll Interleukin-1 von Leukozyten gebildet und freigesetzt
werden. Diese Substanz wurde als fiebererzeugend und gefäßerweiternd
beschrieben. Außerdem soll es die Bildung von Akutphaseproteinen und eine
Muskelproteolyse induzieren [60]. Neben Interleukin-1 fanden vor allem
Interleukin-6 sowie TNF-α im Zusammenhang mit der Dialyse besondere
Beachtung [61].
Weitere Untersuchungen beschäftigten sich unter anderem mit der
Proteinadsorption an Dialysemembranen [62, 23], Expression von
Oberflächenmolekülen auf Thrombozyten [63, 64, 65] und Leukozyten [66, 67,
68, 69], Thrombozytendegranulation [70, 71] und Aktivierung des
Kontaktphasensystems [72, 73, 74, 75] als biologische Reaktionen auf den Blut-
Fremdoberflächen-Kontakt.
Auf Grundlage dieser zahlreichen Untersuchungen ergab sich in den neunziger
Jahren des 20. Jahrhunderts das Bild eines komplexen Gefüges von humoralen
und zellulären Teilsystemen im Blut. Durch den Blut-Fremdoberflächen-Kontakt
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bei der Hämodialyse werden in diesem Gefüge verschiedenste Reaktionswege, die
sich gegenseitig beeinflussen können, in Gang gesetzt (Abb. 2) [76].
Abb. 2: Darstellung einiger oberflächeninduzierten Reaktionskaskaden und ihrer
Wechselwirkungen;
(Some interactions of surface-induced bioincompatibility pathways
BPI = bactericidal/permeability increasing protein
LPS = lipopolysaccharide binding protein) [76]
2.2.2  Definition der Biokompatibilität
In den vergangenen Jahrzehnten kam es zu einem immensen Zuwachs beim
Einsatz von Biomaterialien, zu denen neben verschiedensten Implantaten (z.B.
Gefäß-Stents, Gelenkprothesen etc.) und Oxygenatoren auch die
Hämodialysemembranen zu zählen sind. Mit dem Wissen der vielfältigen
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Interaktionsmöglichkeiten zwischen Biomaterial und Organismus des Patienten ist
die Notwendigkeit der vorklinischen Testung dieser Materialien auf ihre
Biokompatibilität unbestritten. Um die Biokompatibilität eines Materials
beurteilen zu können, muss eindeutig festgelegt sein, was unter diesem Begriff zu
verstehen ist. 1993 wurden im Rahmen der Konsensuskonferenz für
Biokompatibilität in Königswinter die Grundlagen für eine Definition der
Biokompatibilität, eine einheitliche Nomenklatur und Standardisierung der
Testverfahren geschaffen [4].
In Anlehnung an die Ergebnisse dieser Konferenz versteht man bezogen auf die
Hämodialyse unter Biokompatibilität die vielfältigen Interaktionen der
künstlichen Membranoberfläche mit den humoralen und zellulären Komponenten
des Patienten, die als Gesamtheit einer Entzündungs- bzw. Abwehrreaktion
entsprechen. Wird durch den Einsatz einer entsprechenden Dialysemembran nur
eine milde Abwehrreaktion ausgelöst, so spricht man von einer „biokompatiblen“
Membran. Wird eine starke Abwehrreaktion ausgelöst, so spricht man von einer
„bioinkompatiblen“ Membran. Besondere Beachtung verdient bei der
Hämodialyse der Umstand, dass sich ein chronischer Dialysepatient über viele
Jahre mehrmals wöchentlich einer Dialysebehandlung unterziehen muss. Daher
können auch milde Interaktionen kumulativ einen bedeutenden klinischen Effekt
auf den Patienten haben.
Biokompatibel bedeutet aber nicht allein die Abwesenheit aller Interaktionen
zwischen Fremdoberfläche und Patient. Es ist auch vorstellbar, dass künstliche
Oberflächen mit bestimmten Komponenten in einer erwünschten Weise reagieren,
beispielsweise die Auskleidung von Gefäßprothesen mit Endothel oder die
Ausbildung einer Proteinschicht auf einer Dialysemembran [77].
Letztendlich wird man bei der Beurteilung der Biokompatibilität von
Dialysemembranen diese nie ohne Berücksichtigung des kompletten
Dialysevorgangs betrachten können, da die Biokompatibilität nicht nur durch die
chemische Zusammensetzung und Oberflächenstruktur der Dialysemembran
beeinflusst wird, sondern auch durch die Geometrie (z.B. Hohlfaser- oder
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Flachmembran) [78, 79, 80, 81], Blutflussrate, Scherkräfte [82],
Rollerpumpeneffekte [83], Temperatur [84, 85, 86], Dialysierflüssigkeit (z.B.
Bakterienkontamination) [87, 88], Antikoagulation [89, 90] und
Schlauchmaterialien.
2.2.3  Messgrößen der Biokompatibilität
Um die komplexen Vorgänge, die letztendlich in ihrer Gesamtheit die
Bioinkompatibilität eines Dialysevorgangs bzw. eines Dialysators ausmachen, zu
erfassen, muss eine gezielte Auswahl von Parametern getroffen werden. Eine
kaum noch übersehbare Anzahl von Laborparametern steht heute zur Verfügung.
Allerdings erschwerte in der Vergangenheit die uneinheitliche Anwendung dieser
Parameter den Vergleich verschiedener Studienergebnisse zur Biokompatibilität
der heute verfügbaren Dialysemembranen. [91, 5]
Ein Ziel der bereits zuvor erwähnten Konsensuskonferenz war es, aus der großen
Anzahl von Parametern einige auszuwählen, die sinnvoll für
Biokompatibilitätsuntersuchungen erschienen, und für diese standardisierte
Messmethoden aufzuzeigen.
Die folgende Tabelle (Tab. 2) zeigt eine Übersicht der durch den Dialysevorgang
aktivierten humoralen und zellulären Teilsysteme im Blut eines Dialysepatienten.
Gegenübergestellt sind die Parameter, die eine Aktivierung des Systems anzeigen
und in dieser Untersuchung Berücksichtigung finden. Bis auf eine Ausnahme
(Faktor XIIa-C1-Inhibitor-Komplex) entspricht die Auswahl den Vorschlägen der
Konsensuskonferenz für Biokompatibilität [92].
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Tab. 2: Biokompatibilitätsparameter
Aktivierte Systeme Messparameter
Plasmatische Gerinnung
· Thrombin-Antithrombin III-Komplex (TAT)
Thrombozytenaktivierung
· Plättchenfaktor 4 (PF 4)
· Thrombozytenzahl
Hämolyse
· freies Hämoglobin
· Erythrozytenzahl
Komplementsystem
· C5a
Kontaktphasensystem
· Faktor XIIa-C1-Inhibitor-Komplex
2.2.3.1  Plasmatische Gerinnung
Fremdoberflächenkontakt führt über Plasmaproteinadhäsion, Thrombozyten-
adhäsion und -aggregation zur Aktivierung der plasmatischen Gerinnung. Bei
negativ geladenen Oberflächen geschieht dies vermutlich in erster Linie über das
Kontaktphasensystem (s.u.), das den Anfang des intrinsischen Reaktionsweges
(Faktor XII-VIII) darstellt [93]. Die Bildung des Prothrombinase-Komplexes
(Faktor Xa, Va, Ca2+ plus Phospholipide) bildet die gemeinsame Endstrecke mit
dem extrinsischen Reaktionsweg über Faktor VII und Faktor III (= Gewebsfaktor,
aus verletzten Gewebezellen freigesetzte Phospholipide). Der Prothrombinase-
Komplex spaltet Prothrombin (Faktor II) zu Thrombin (Faktor IIa), welches
wiederum Fibrinogen zu Fibrinmonomeren spaltet. Durch Polymerisation entsteht
eine unlösliche faserige Struktur [94].
Thrombin, der fibrinbildende Gerinnungsfaktor, wird im Plasma durch den
Proteaseinhibitor Antithrombin III neutralisiert. Diese Reaktion wird durch
Anwesenheit von Heparin beschleunigt. Eine exzessive Thrombinbildung führt
demnach zu einer erhöhten Konzentration des Thrombin-Antithrombin III-
Komplexes (TAT), so dass dieser Komplex ein Marker für das Ausmaß einer
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Aktivierung der plasmatischen Gerinnung ist und mittels eines kommerziell
erhältlichen ELISA gemessen werden kann [28].
Da wie oben beschrieben die Reaktion durch Heparin beeinflusst wird, muss bei
vergleichenden Untersuchungen verschiedener Membranen ein
Heparinmonitoring erfolgen, um gleiche Heparinspiegel zu gewährleisten [28].
Die in der Klinik gebräuchliche partielle Thromboplastinzeit (aPTT) ist für diesen
Zweck weniger geeignet, da durch die ablaufende Thrombinbildung eine zu
niedrige Heparindosierung vorgetäuscht wird. Ein sensitiveres Verfahren, das
durch die Thrombinbildung nicht beeinflusst wird, ist die Bestimmung der Anti-
Faktor Xa-Einheiten mittels chromogenem Substratassay.
2.2.3.2  Thrombozytenaktivierung
Im Rahmen des Blut-Fremdoberflächen-Kontaktes bildet sich initial innerhalb
weniger Sekunden ein Proteinfilm aus verschiedenen Plasmaproteinen (Albumin,
Fibrinogen, Gerinnungsfaktoren, Globuline etc.) auf der Membranoberfläche aus,
der in der Regel hauchdünn und nur eine Molekülstärke dick ist [95, 96, 97].
Verschiedene Faktoren (Blutfluss, Scherkräfte, Freisetzung von ADP durch
Zellschaden, Thrombin, Abwesenheit von gerinnungshemmenden Proteinen des
Endothels etc.) führen zur Aktivierung der Blutplättchen mit Degranulation der α-
Granula [25]. Mit Hilfe von bestimmten Oberflächenrezeptoren (u.a.
Glykoprotein IIb/IIIa) können die aktivierten Thrombozyten über den Proteinfilm
an der Fremdoberfläche adhärieren [98].
Die Plättchenretention kann bei In-vitro-Untersuchungen durch Messung der
absoluten Thrombozytenzahl mittels eines automatischen Zellzählgeräts erfasst
werden. Durch die Degranulation der α-Granula steigt die Konzentration der
Inhaltsstoffe (z.B. Plättchenfaktor 4, PF 4) im Blut an. Für die Bestimmung von
PF 4 steht ein sensitiver ELISA der Firma Roche Diagnostics, Mannheim, zur
Verfügung.
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2.2.3.3  Hämolyse
Während der Hämodialyse können die Zellbestandteile des Blutes hauptsächlich
durch vier Faktoren zerstört werden: 1. durch die Rollerpumpen [99], 2. durch
Lyse als Folge der Freisetzung von Membranbestandteilen und des Übertritts von
Stoffen aus dem Dialysat ins Blut [100], 3. durch Luftkontakt in den Luftfallen
[101] und 4. durch Störungen des laminaren Blutflusses [102]. Zellfunktionen
werden verändert und Zellbestandteile werden freigesetzt, so dass es zur
Aktivierung weiterer Blutkomponenten kommt. Zum Beispiel führt die ADP-
Freisetzung aus zerstörten Erythrozyten zur Thrombozytenaktivierung und
nachfolgend zur Gerinnungsaktivierung, die nicht der Dialysemembran
zugerechnet werden sollte. Zur Beurteilung der Hämolyse dient die Messung des
freien Hämoglobin im Plasma [103].
2.2.3.4  Komplementsystem
Das Komplementsystem ist Teil des unspezifischen humoralen Immunsystems
und spielt bei der Abwehr von Bakterien und Viren sowie bei der Erkennung von
körpereigenen und -fremden Strukturen eine wichtige Rolle. Bei einem Mangel an
einzelnen Komplementfaktoren neigen die Patienten zu bakteriellen Infektionen
und leiden vermehrt an Autoimmunerkrankungen [94]. Das Komplementsystem
besteht aus einer Reihe von Plasmaproteinen (C1 – C9), die im Blut ähnlich dem
Blutgerinnungssystem in Form inaktiver Proenzyme vorliegen und sich in einer
bestimmten Reihenfolge gegenseitig aktivieren. Man unterscheidet einen
klassischen antikörperabhängigen von einem alternativen antikörperunabhängigen
Aktivierungsweg. Bei Fremdoberflächenkontakt wird das Komplementsystem in
erster Linie über den alternativen Weg aktiviert [104]. Letztendlich kommt es am
Ende der Aktivierungskaskade zur Bildung der Anaphylatoxine C3a und C5a, die
chemotaktisch wirken und für Überempfindlichkeitsreaktionen während der
Hämodialyse verantwortlich gemacht werden, sowie zur Bildung des lytischen
Komplexes C5b-9, der körperfremde Zellen zerstört [105].
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Zur Bestimmung einer Komplementaktivierung empfiehlt sich die Messung der
biologisch aktiven Komponenten C3a (des Arg), C5a (des Arg) und C5b-9 mittels
hochsensitiver ELISA-Methoden [106].
2.2.3.5  Kontaktphasensystem
Das Kontaktphasensystem ist nicht nur ein System zur Aktivierung der
intrinsischen Gerinnungskaskade (s.o.), sondern beeinflusst mehrere
Abwehrsysteme des menschlichen Organismus: Fibrinolyse, Entzündungsreaktion
(Komplementsystem), Kontrolle des lokalen Blutflusses und Blutdruckes
(Kallikrein-Kinin-System) (Abb. 3) [93]. Es besteht aus vier Plasmaproteinen:
Hageman-Faktor (Faktor XII), Präkallikrein (Fletcher-Faktor), hochmolekulares
Kininogen (HMWK, Fitzgerald-Faktor) und Faktor XI [107, 108, 109, 110]. Als
inaktive Proenzyme zirkulieren diese Proteine im Plasma und können durch
negativ geladene Oberflächen (beispielsweise Glas, Kaolin, Dextransulfat)
aktiviert werden [111, 112].
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Abb. 3: Das Kontaktphasensystem
Der Faktor XII ist ein Glycoprotein mit einem Molekulargewicht von 80 kD. Die
Plasmakonzentration beträgt 23 – 40 µg/ml [113, 114]. Bei der Aktivierung wird
das einkettige Molekül fragmentiert. Das 52 kD große Fragment (α-F XIIa)
besitzt eine Oberflächenbindungsstelle, während das 28 kD große Fragment (β-
F XIIa) keine Oberflächenbindungsstelle besitzt. Beide Fragmente können
Präkallikrein aktivieren, wobei α-F XIIa ein stärkerer Aktivator für Faktor XI ist
[115]. Zusammen mit α-F XIIa werden Präkallikrein, Faktor XI und HMWK an
negativ geladenen Oberflächen gebunden und führen dort über positive
Verstärkermechanismen (Autoaktivierung) zur Aktivierung der oben aufgeführten
Abwehrsysteme.
Während der Hämodialyse wird das Gerinnungssystem durch Zusatz eines
Antikoagulanz (in der Regel unfraktioniertes Heparin) blockiert, so dass die
Faktor XII      Präkallikrein     HMWK
F XIIaF XI
Intrinsische
Gerinnungskaskade
Plasminogen
Plasmin
Kallikrein BradykininProurokinase
Urokinase
Komplementsystem Vasodilatation
C1
C3
C1-Esterase
C3a
F XIa t-PA
Negativ geladene Oberfläche
Fibrinolyse
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Untersuchung der thrombogenen Eigenschaften von Dialysemembranen schwierig
ist [116]. Es wird vermutet, dass die plasmatische Gerinnung an
Dialysemembranen in erster Linie über den Hageman-Faktor aktiviert wird [25,
28, 117, 118]. Dabei scheint das Ausmaß der Aktivierung direkt von der Anzahl
der negativen Ladungen abhängig zu sein. Es konnte gezeigt werden, dass stark
negativ geladene Membranen wie Polyacrylonitril (AN69®) zu einer
ausgeprägteren Bildung von Faktor XIIa führen als neutrale Membranen wie
Cuprophan®. Möglicherweise ist dies die Ursache für eine höhere Inzidenz
anaphylaktischer Reaktionen bei Patienten, die mit Polyacrylonitril-Membranen
dialysiert werden und regelmäßig ACE-Hemmer einnehmen [73]. Kritisch
anzumerken bleibt, dass diese Untersuchung nicht an intakten Membranen
durchgeführt wurde. Die getesteten Membranen wurden zerkleinert, die
Oberflächenstruktur damit zerstört und in einer Suspension mit Vollblut inkubiert.
Ob neutrale oder positiv geladene Dialysemembranen direkt das
Kontaktphasensystem aktivieren können, ist zur Zeit noch nicht abschließend
geklärt [116]. Auch die Schlussfolgerung, dass negativ geladene
Dialysemembranen per se eine höhere Thrombogenität aufweisen als neutrale
Membranen, ist durch die derzeitige Datenlage nicht belegt [10].
Faktor XIIa wird im Plasma durch diverse Plasmaproteasen gebunden und
inhibiert. C1-Esterase-Inhibitor hat dabei mit über 90 % den größten Anteil an der
Inaktivierung. Ein kleinerer Teil an α-F XIIa und β-F XIIa wird durch α2-
Antiplasmin, α2-Makroglobulin und Antithrombin III inaktiviert. Die
Anwesenheit von Heparin hat dabei nur einen geringen Einfluss auf die
Bindungskapazität von Antithrombin III [9].
Zur Bestimmung des Aktivierungsgrades von Faktor XII wurden bisher meist
chromogene Substratassays eingesetzt [119, 120, 75]. Allerdings hat sich in
einigen In-vitro-Studien gezeigt, dass diese Assays nicht sensitiv genug sind [121,
122, 123]. Untersuchungen von Matata et al., bei denen mehrere
Dialyseflachmembranen (Cuprophan®, Hemophan®, Polyacrylonitril, SPAN® und
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Polyamid) in einem statischen Modell mit Blutplasma inkubiert wurden, konnten
für die verschiedenen Membranen bezüglich der Faktor XIIa-Bildung im Plasma
keine signifikanten Unterschiede feststellen [124].
Wahrscheinlich verhindert die rasche Inaktivierung des gelösten β-F XIIa durch
Plasmaproteaseinhibitoren – in erster Linie C1-Esterase-Inhibitor – eine
ausreichende Detektion. Über 90 % des Faktor XIIa im Plasma liegen als
Inhibitor-Komplex vor [125].
Als Alternative zu den Substratassays wurden daher sensitivere Messmethoden in
Form von Immunoassays und Radioimmunoassays entwickelt, die den Komplex
aus Faktor XIIa und C1-Esterase-Inhibitor nachweisen [126, 127, 128].
Kommerziell erhältlich ist keiner dieser Assays.
Vor einigen Jahren wurde ein Faktor XIIa-ELISA auf der Basis eines
monoklonalen Antikörpers gegen Faktor XIIa entwickelt [129]. Dieser Assay
sollte eine Messung der Aktivierung der intrinsischen Gerinnung zu einem frühen
Zeitpunkt ermöglichen. Physiologische Aktivatoren von Faktor XII sind
Lipidoberflächen von bestimmten Lipoproteinen (Chylomikrone, VLDL = very
low density lipoprotein) [130, 131]. Durch Bestimmung von Faktor XIIa hoffte
man, einen neuen Parameter für die Abschätzung des Risikos für
thromboembolische Komplikationen bei Krankheitszuständen, die mit einer
Hyperlipidämie einhergehen, zu etablieren. Tatsächlich konnten bei Schwangeren,
Diabetikern und Patienten mit Nierenversagen im Vergleich zu einer gesunden
Kontrollgruppe erhöhte Faktor XIIa-Werte bestimmt werden. Erneut tauchte
allerdings das Problem auf, dass Inhibitor-gebundener Faktor XIIa nicht
nachweisbar war, was eine deutlich verminderte Sensitivität bedeutete [132].
Festzuhalten ist, dass die genauen Abläufe der Aktivierung der plasmatischen
Gerinnung bei Kontakt von Blut mit eher neutralen Oberflächen zur Zeit nicht
geklärt sind. Ob das Kontaktphasensystem eine entscheidende Rolle bei diesen
Vorgängen einnimmt, ist hypothetisch. Es existiert derzeit keine allgemein
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verfügbare, ausreichend sensitive Messmethodik zur Bestimmung der Aktivierung
des Kontaktphasensystems.
2.2.4  In-vitro-Testmodelle zur Evaluierung der Biokompatibili-
 tät von Dialysatoren
Für die Entwicklung neuer biokompatibler Dialysemembranen und ein besseres
Verständnis bezüglich der Mechanismen der Blut-Fremdoberflächen-
Interaktionen sind aussagekräftige In-vitro-Testmodelle erforderlich. Bevor ein
neues Produkt in die klinische Prüfung eingebracht werden kann, muss dieses
nach dem Medizinproduktegesetz (DIN/ISO 10993) verschiedenen In-vitro-
Untersuchungen unterzogen werden. Unter definierten und kontrollierten
Bedingungen können so Aussagen über Prozesse gemacht werden, die durch den
Blut-Fremdoberflächen-Kontakt hervorgerufen werden.
Für die Hämodialyse stehen zwei Gruppen von Testmodellen zur Verfügung. Man
unterscheidet statische von dynamischen Systemen.
Unter statischen Testmodellen versteht man Inkubationszellen, in denen eine
Membran ohne Berücksichtigung des Blutflusses mit heparinisiertem Blutplasma
oder Vollblut in Kontakt gebracht wird. Dieses einfache Prinzip eignet sich unter
anderem für Screening-Untersuchungen, um aus einem größeren Pool von
Membranmaterialien einige wenige mit günstigen Eigenschaften auszuwählen, die
weiteren aufwendigeren In-vitro-Untersuchungen zugeführt werden.
Zu den dynamischen Systemen gehören die Single-pass-off-line- / on-line-
Flusssysteme sowie die Rezirkulationsmodelle.
Beim Single-pass-off-line-System fließt heparinisiertes Vollblut aus einer Spritze
– bei der On-line-Variante direkt aus dem venösen Zugang eines Probanden –
durch einen Mini-Dialysator (Membranoberfläche 100 – 250 cm2). Der Blutfluss
(12,5 ml/min) wird dabei dem verkleinerten Maßstab angepasst. Die Single-pass-
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Systeme sind einfach zu realisieren und preiswert. Ein Vorteil des On-line-
Flusssystems ist der deutlich niedrigere Antikoagulanzienbedarf im Vergleich
zum Off-line-System (0,5 I.E. UFH/ml vs. 5 – 10 I.E. UFH/ml) [11].
Beim Rezirkulationsmodell können Dialysatoren in Originalgröße aber auch
Mini-Dialysatoren in vitro auf ihre Biokompatibilität untersucht werden [11]. Bei
Verwendungen von Mini-Dialysatoren muss wie bei den Single-pass-Modellen
der Blutfluss dem verkleinerten Maßstab angepasst werden.
Bei Verwendung von Originaldialysatoren zirkuliert Blut (etwa 250 ml) eines
gesunden Probanden in einem geschlossenen Kreislauf über eine festgelegte
Zeitdauer aus einem Pool, angetrieben von einer Rollerpumpe, durch einen
Dialysator zum Pool zurück. In definierten Zeitabständen werden Blutproben
gewonnen, die analysiert werden. Durch parallele Ansätze mit Blut desselben
Probanden sind vergleichende Untersuchungen möglich und spenderabhängige
Einflüsse können minimiert werden.
Ein Vorteil dieses Versuchsansatzes im Vergleich zu den Single-pass-Systemen
ist die Möglichkeit der Untersuchung von kumulativen Effekten, die bei der
Rezirkulation durch den wiederholten Blut-Fremdoberflächen-Kontakt entstehen,
und damit eine höhere Sensitivität. Außerdem können Dialysatoren in
Originalgröße verwendet und es kann auf ein „Downscaling“ verzichtet werden.
Das Rezirkulationsmodell simuliert die klinischen Bedingungen in hohem Maße,
wodurch eine bessere Vorhersage der klinischen Performance des Dialysators
möglich wird. Vor dem Hintergrund ethischer Gesichtspunkte ist auch die
Einsparung von Tierversuchen durch Optimierung der In-vitro-
Untersuchungsmethoden zu erwähnen, auch wenn diese sicherlich nicht gänzlich
ersetzt werden können.
Beim Rezirkulationsmodell wird als Blutpool ein kliniküblicher
Transfusionsbeutels eingesetzt. Durch die Stase im Blutpool werden
Gerinnungsprozesse in Gang gesetzt, die die zu messenden Effekte, hervorgerufen
durch den Blut-Membran-Kontakt, überlagern. Die Versuchsanordnung bei den
bisher veröffentlichten Untersuchungen machte eine Antikoagulanziendosierung
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(etwa 0,8 – 7 I.E. UFH/ml Blut) erforderlich, die zum Teil deutlich über der
kliniküblichen Antikoagulation liegt [24, 133 ,134 ,135]. Außerdem soll die durch
die Rollerpumpen hervorgerufene Hämolyse ein Problem darstellen [92].
Das Prinzip des Rezirkulationsmodells wurde nach der Konsensuskonferenz für
Biokompatibilität in Königswinter 1994 veröffentlicht [11].
Die bisherigen Untersuchungen mit Rezirkulationsmodellen beschäftigten sich
mit der Permeabilität von Dialysemembranen für Endotoxin [136, 137], der
Proteinadsorption an Dialysemembranen [24], dem Einfluss von Heparin und
Blutpoolvolumen auf TAT-Bildung und Komplementaktivierung durch
Schlauchsysteme [11], dem Einfluss der Blutgerinnung auf das
Komplementsystem bei der In-vitro-Dialyse [134] und der Induktion von
Interleukin-1 durch mit Bakterienbestandteilen kontaminierte Dialysierflüssigkeit
[88, 138].
Trotz der guten Vorhersagekraft für die klinische Performance einer
Dialysemembran und der Möglichkeit des Einblicks in die pathophysiologischen
Abläufe, die bei dem Blut-Fremdoberflächen-Kontakt unter nahezu klinischen
Bedingungen in Gang gesetzt werden, wurden keine systematischen
Untersuchungen mittels dieses Modells unter Berücksichtigung einer Auswahl
von Biokompatibilitätsparameter veröffentlicht.
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3  Aufgabenstellung
In der vorliegenden Arbeit sollte ein Rezirkulationsmodell zur In-vitro-
Untersuchung von Hämodialysatoren entwickelt werden. Ziel war dabei die
größtmögliche Annäherung an die klinischen Gegebenheiten mit entsprechenden
Flussbedingungen, minimaler Antikoagulation und ohne signifikante Hämolyse.
Zur Beurteilung der Biokompatibilität verschiedener Dialysatoren wurden
etablierte Parameter des Komplementsystems, des plasmatischen
Gerinnungssystems und der Thrombozytenaktivierung bestimmt.
In parallelen Versuchsansätzen sollten die gebräuchlichsten Dialysemembranen
und ihr Einfluss auf das Kontaktphasensystem untersucht werden. Insbesondere
sollte der Frage nachgegangen werden, ob das Kontaktphasensystem bei der
Aktivierung der plasmatischen Gerinnung bei nahezu neutral geladenen
Membranoberflächen (Cuprophan®, Polysulfon) eine ebenso entscheidende Rolle
spielt wie bei negativ geladenen Membranen (Polyacrylonitril).
Mit Bestimmung des Faktor XIIa-C1-Inhibitor-Komplexes durch eine neu
entwickelte sensitive ELISA-Technik sollte ein Aktivierungsmarker für das
Kontaktphasensystem etabliert werden.
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4  Material und Methoden
4.1  Das In-vitro-Dialyse-Rezirkulationsmodell
Abb. 4: Versuchsaufbau des In-vitro-Dialyse-Rezirkulationsmodells
Das In-vitro-Dialyse-Rezirkulationsmodell bestand aus zwei parallel angelegten
Einzelsystemen. Jedes System setzte sich aus einer Rollerpumpe (Typ 640717,
Medizinische Systeme Schweinfurt), einem Schlauchsystem mit
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Blutentnahmestelle, einem PVC-Bluttransfusionsbeutel (Biotrans, Dreieich) sowie
einem kliniküblichen Dialysator zusammen. Die Rollerpumpen wurden auf einen
Okklusionsdruck von 200 cm Wassersäule justiert. Beide Systeme waren in einer
temperierbaren Plexiglasbox untergebracht. Die alleinige Erwärmung der
Dialysatoren in einem Wasserbad hatte sich zuvor als unzureichend herausgestellt.
Je nach Fragestellung erlaubte dieser Versuchsaufbau den Vergleich zweier
unterschiedlicher Dialysatoren bei identischer Antikoagulation oder die
Untersuchung des Einflusses unterschiedlicher Antikoagulationen bei gleichen
Dialysatoren auf die Biokompatibilitätsparameter. Durch Verwendung von Blut
nur eines Probanden pro Versuch für beide Systeme wurden spenderabhängige
Effekte minimiert.
In der Evaluierungsphase wurden zwei verschiedene Schlauchsysteme (s.u.)
bezüglich ihres Einflusses auf eine Auswahl grundlegender
Hämokompatibilitätsparameter miteinander verglichen. Für die folgenden
Versuche mit Dialysatoren sollte das Schlauchsystem mit der geringsten
Hintergrundaktivität – also dem geringsten Einfluss auf die Messparameter –
weiter verwendet werden.
Zum Einsatz kamen ein konventionelles, klinikübliches Schlauchsystem (Bioline,
Hospal, Meyzien, Frankreich) sowie ein speziell für den Versuchsaufbau von der
Firma Meise Medizintechnik, Schalksmühle, industriell gefertigtes
Schlauchsystem (Meise-Schlauchsystem). Bei dem konventionellen
Dialyseschlauchsystem wurden die Luftfallen entfernt, das Schlauchsystem
gekürzt und mit Konnektoren (Achim Schulz-Lauterbach, Vertrieb medizinischer
Produkte GmbH, Iserlohn) wiederverbunden.
Verwendete Dialysatoren:
Cuprophan®: Renak® RA-15U, 75 ml Blutvolumen, 1,5 m2 Membranober-
fläche, Sterilisationsverfahren: Autoklavierung,
Kawasumi Laboratories Europe, Düsseldorf
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Polysulfon: Hemoflow® F6HPS, 82 ml Blutvolumen, 1,3 m2 Membranober-
fläche, Sterilisationsverfahren: Ethylenoxid,
Fresenius Medical Care, Darmstadt
Polyacrylonitril: Nephral® 300, 81 ml Blutvolumen, 1,3 m2 Membranoberfläche,
Sterilisationsverfahren: γ-Strahlung,
Hospal Gambro, Lyon, Frankreich
Die Dialysatoren sollten sowohl bezüglich des Blutfüllungsvolumens (75 – 82 ml)
als auch bezüglich der Membranoberfläche (1,3 – 1,5 m2) vergleichbar sein. Die
ausgewählten Membranen spiegelten die derzeit in der Klinik am häufigsten
eingesetzten Dialysemembranmaterialien wider.
4.2  Versuchsablauf
4.2.1  Vorbereitung
Vor Versuchsbeginn wurden beide Bluttransfusionsbeutel präpariert.
Unfraktioniertes Heparin (Braun, Melsungen) in 0,9 %iger NaCl-Lösung,
Gesamtvolumen 25,5 ml, wurde in jedem Beutel so vorgelegt, dass bei Zugabe
von 230 ml Blut sich die gewünschte Endkonzentration des Antikoagulanz (0,5 –
 1,0 I.E. UFH/ml Blut) ergab. Das Blut wurde in der Blutbank des
Universitätsklinikums der RWTH Aachen gewonnen. Dabei wurden zweimal
230 ml Blut von einem (!) gesunden Blutspender über eine Dialysekanüle
(Hospal, Meyzien, Frankreich) direkt in die vorbereiteten Blutbeutel
abgenommen. Unmittelbar nach der Blutabnahme (< 10 min) wurde der Versuch
gestartet.
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Die beiden Schlauchsysteme und Dialysatoren wurden in der Zwischenzeit
zunächst mit CO2 begast, entlüftet und mit mindestens 3 l Ringerlösung
(147 mmol/l NaCl, 4 mmol/l KCl, 2,25 mmol/l CaCl2, pH 5,0 – 7,0, Delta-
Pharma, Pfullingen) gespült. Das Dialysatkompartiment wurde ebenfalls begast,
entlüftet, mit Ringerlösung gefüllt und abgeklemmt, um Ultrafiltration und
Elektrolytverschiebungen zu verhindern. Der so vorbereitete Versuchsaufbau
wurde auf Körpertemperatur (37 °C) aufgewärmt.
4.2.2  Starten des Versuchs
Die Bluttransfusionsbeutel wurden an das „arterielle“ Ende des Schlauchsystems
angeschlossen, so dass die Elektrolytlösung (etwa 150 ml) durch das Blut
verdrängt wurde. Der „venöse“ Schenkel wurde daraufhin ebenfalls mit dem
Blutbeutel verbunden. Man erhielt einen geschlossenen Kreislauf. Zu diesem
Zeitpunkt wurde der Versuch gestartet. Das Blut zirkulierte angetrieben durch die
kalibrierten (s.o.) Rollerpumpen mit einer Flussrate von 200 ml/min für 120 min.
Diese Flussrate entspricht der typischen Flussrate bei der Dialyse.
4.2.3  Blutprobenentnahme
Zu den Zeitpunkten 0, 5, 20, 45, 60 und 120 min wurden jeweils 8 – 9 ml Blut aus
jedem System entnommen, zusätzlich eine Blutprobe vom Blutspender direkt aus
der kubitalen Punktionsstelle (A(rm)-Probe). Die Proben zum Zeitpunkt 0 min (0-
Probe) wurden unmittelbar vor dem Versuchsstart aus den Blutbeuteln abgezogen.
A- und 0-Probe dienten als Kontrollproben dazu, unphysiologische
Veränderungen der Hämokompatibilitätsparameter vor Versuchsbeginn zu
erfassen. Die übrigen Blutproben wurden mittels einer 10 ml-Spritze und
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Sterican-Kanüle, Größe 1, (Braun, Melsungen) an den dafür vorgesehenen
Blutentnahmestellen gezogen. Die so gewonnenen Blutproben überführte man
unverzüglich in Citrat-, EDTA- und CTAD(Citrat, Theophyllin, Adenosin,
Dipyridamol)-Monovetten (Sarstedt, Nümbrecht), die dann für 15 – 30 min auf
Eis gelegt wurden.
4.2.4  Verarbeitung der Blutproben
CTAD-Blut zur PF 4-Bestimmung: Das CTAD-Blut wurde mit 2000 g bei 4 °C
für 30 min zentrifugiert. 100 µl wurden aus dem mittleren Drittel des Überstandes
abpipettiert und bis zur Weiterverarbeitung bei -70 °C tiefgefroren.
EDTA-Blut zur C5a-Bestimmung: Das EDTA-Blut wurde mit 2000 g bei 4 °C
für 20 min zentrifugiert, der Überstand abpipettiert und bei -70 °C tiefgefroren.
Citrat-Blut zur Bestimmung des Hämolysegrades (freies Plasma-Hb), des
TAT-Komplexes und des Faktor XIIa-C1-Inhibitor-Komplexes: Das Citrat-
Blut wurde mit 2000 g bei 4 °C für 12 min zentrifugiert, der Überstand aliquotiert
und bei -70 °C tiefgefroren.
Citrat-Blut zur Bestimmung der Systemheparinisierung: Eine weitere Citrat-
Babyvette wurde mit 2000 g bei 4 °C für 20 min zentrifugiert und der Überstand
bis zur Weiterverarbeitung bei -70 °C tiefgefroren.
4.2.5  Beendigung des Versuchs
Nach 120 min und der letzten Probenentnahme wurde der Versuch gestoppt.
Beide Dialysatoren wurden mit 200 ml Ringerlösung gespült und ihre Verfärbung
makroskopisch beurteilt.
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4.3 Etablierte Parameter
Hämatologische Parameter: Erythrozytenzahl, Hämatokrit, Thrombozyten-,
Leukozyten- und Monozytenzahl wurden aus EDTA-Vollblut mittels eines
Coulter MAXM Counters (Coulter Electronics, Krefeld) bestimmt.
Blutgasanalyse und pH-Messung: Zur Erfassung möglicher Elektrolyt-
verschiebungen zwischen Ringerlösung im Dialysatkompartiment und Blut
wurden Blutgase und pH-Wert mit einem Blutgasanalysegerät ABL System 615
(Radiometer GmbH, Willich) gemessen.
Hämolysegrad (freies Plasmahämoglobin): Den Hämolysegrad bestimmte man
als freies Plasma-Hb. Das im Citrat-Plasma enthaltene Hämoglobin wurde mit
Kaliumcyanoferrat (Reaktionslösung Nr. 9405, Diagnostica Merck, Darmstadt)
oxygeniert und in Cyanhämoglobin überführt. Dieses Derivat konnte
spektralphotometrisch bei 600 nm erfasst werden (Ultrospec 2000, Pharmacia
Biotech, Erlangen) [103].
Heparinisierung: Die Systemheparinisierung wurde in Citrat-Plasma als Anti-Xa
Einheiten/ml mit dem Coatest® Heparin, Chromogenix AB, Mölndal, Schweden,
gemessen.
Thrombin-Antithrombin III-Komplex (TAT): TAT wurde aus EDTA-
Blutplasma mittels des ELISA-Kit Enzygnost® TAT micro (Dade Behring,
Marburg) bestimmt.
C5a-des-Arg-Fragment: Das C5a-des-Arg-Fragment wurde mit dem ELISA-Kit
Enzygnost®  C5a micro (Dade Behring, Marburg) in Citrat-Plasma gemessen.
Plättchenfaktor 4 (PF 4): PF 4 wurde mittels des ELISA-Kits Asserachrom®
PF 4 (Roche Diagnostics, Mannheim) aus CTAD-Plasma bestimmt.
freier Faktor XIIa: Faktor XIIa wurde aus Citrat-Plasma mittels eines
kommerziell erhältlichen ELISA-Kits (Shield Diagnostics, Dundee, UK)
bestimmt.
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4.4 Faktor XIIa-C1-Inhibitor-Komplex-ELISA
Zur Bestimmung des Faktor XIIa-C1-Inhibitor-Komplexes sollte ein neues
Nachweisverfahren auf der Grundlage der ABICAP® Immunoassay Technologie
der Firma Abion (Jülich) entwickelt werden.
4.4.1  Prinzip
ABICAP® (Antibody Immuno Column for Analytical Processes) ist ein kleines
offenes Testsäulchen (Füllvolumen 750 µl) für den Einmalgebrauch (siehe
Abb. 5). In diesem Testsäulchen befindet sich eine aktivierte Festphase (Fritte).
An diese Festphase wird ein erster Antikörper, der sog. Fangantikörper, über
hydrophobe Wechselwirkungen gebunden. Dies geschieht mittels eines
Verfahrens entwickelt von der Firma Abion, dem Batchcoating. In einem zweiten
Schritt werden die potentiell noch freien Bindungsstellen der Festphase mit einem
Protein enthaltenden Blockierungspuffer blockiert. Das ABICAP® ist testbereit
und kann direkt verwendet werden oder, mit einem Konservierungspuffer gefüllt,
für bis zu 6 Monate bei 4 – 8 °C gelagert werden (Angaben der Firma ABION).
Bei der Testdurchführung wird nun eine das gesuchte Antigen enthaltende Probe
auf die Säule gegeben. Die Probe fließt selbständig durch die Säule, und das
Antigen bindet währenddessen an den festphasegebundenen Fangantikörper.
Daraufhin wird ein zweiter biotinylierter Antikörper, der sog.
Detektionsantikörper, auf die Säule gegeben und heftet sich an das Antigen. Es ist
bei der Auswahl der Antikörper darauf zu achten, dass sich die Bindungsstellen
des Fang- und des Detektionsantikörpers an das Antigen voneinander
unterscheiden. In den folgenden Schritten wird der biotinylierte Antikörper mit
dem Farbstoff ABION RED®-Streptavidin markiert, überschüssiger Farbstoff in
einem Waschschritt entfernt, der antikörpergebundene Farbstoff in eine
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Microtiterplatte mittels Ethanol eluiert und bei 492 nm mit einem
Microtiterplatten-Reader (SLT-Labinstruments Deutschland GmbH)
photometrisch gemessen. Das Ergebnis kann an einer mit Standardproben
erstellten Standardkurve abgelesen werden.
Abb. 5: Schematische Darstellung des Testprinzip des ABICAP®
Immunoassays
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4.4.2  Verwendete Antikörper
Fangantikörper: monoklonaler Maus-Antikörper (IgG)-Anti-XIIa, Klon
201/9, Shield Diagnostics Ltd., Dundee, UK
Detektionsantikörper: polyklonaler affinitätsgereinigter Schaf-Antikörper (IgG)-
Anti-C1-Inhibitor, Cedarlane Laboratories Ltd., Ontario,
Canada
4.4.3  Material und Reagenzien
Neben den erwähnten Antikörpern wurden folgende Reagenzien zur Herstellung
des Faktor XIIa-C1-Inhibitor-Komplex-ELISA benötigt:
• PBS (Na2HPO4/NaH2PO4),
pH 7,2 + 0,05 % Microzid *
• W500-Waschlösung *
• Protein G-ABICAP® *
• Protein A-ABICAP® *
• Anti-Maus-IgG-ABICAP® *
• E050-Elutionspuffer *
• E1-Elutionspuffer *
• A501-Lösung *
• U1-Lösung (PBS, pH 7,2,
0,005 % TWEEN20, 0,09 %
Azid) *
• Fritten Typ 180 *
• CBB (NaHCO3 / Na2CO3),
0,1 M, pH 8,6 *
• Verdünnungspuffer (115 ml PBS
+ 40 ml 5 %ige Kaseinstamm-
lösung + 4 ml BSA (20 % in
PBS) + 0,4 ml TWEEN20) *
• Centricon3-Säulen (Millipore
Corp., Bedford, Mass., USA)
• PD10-Säulen (Pharmacia Bio-
tech, Erlangen)
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• BSA (bovines Serumalbumin,
Fraktion V, receptor grade, Serva
11924, Lot 08034)
• NAP5-Säulen (Pharmacia Bio-
tech, Erlangen)
• Biotin-ester (EZ-Link® NHS-LC-
Biotin, 21336AJ, Pierce,
Rockford, USA)
• Dimethylsulfoxid (Fluka, Buchs,
Schweiz)
• Faktor-XII-Mangelplasma (Dade
Behring, Marburg)
• Kaolin und TWEEN20 (Sigma-
Aldrich, Deisenhofen)
• Faktor XII (Human Factor XII,
Lot HFXII 880L, Haemochrom
Diagnostica, Essen)
• Poolplasma (antikoaguliert mit
0,11 M NaCitrat, v/v 9:1, gepoolt
von 6 gesunden Spendern,
zentrifugiert bei 2000 g, 15 min,
Temperatur 4 °C, aliquotiert und
tiefgefroren bei -70 °C).
* Material und Reagenzien der Firma Abion, Jülich.
4.4.4  Aufreinigung des Antikörpers Anti-XIIa
Der Fangantikörper Anti-XIIa wurde in Mausaszitesflüssigkeit geliefert, so dass
er vor Verwendung gereinigt und umgepuffert werden musste.
Zunächst wurde die Isolation des Anti-XIIa-Antikörpers mittels
Affinitätschromatographie über Protein A- und Protein G-Sepharose getestet. Die
Ausbeute betrug beim Einsatz von Protein A lediglich 15 % der eingesetzten
Antikörpermenge im Gegensatz zu 70 % beim Einsatz von Protein G, so dass eine
Aufreinigung des Anti-XIIa-Antikörpers über Protein G gewählt wurde.
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Dazu wurde die Aszitesflüssigkeit in W500 verdünnt und auf Protein G-
ABICAP®s (= Säulen) gegeben. Der Antikörper wurde mit E050 eluiert, über
Centricon3-Säulen durch Zentrifugieren ankonzentriert und mittels
Gelchromatographie über PD10-Säulen nach Vorschrift in A501 umgepuffert.
Bilanziert wurde die Aufreinigung mit Hilfe des Anti-Maus-IgG-ABICAP®.
4.4.5  Herstellung der Anti-XIIa-ABICAP®s
In Vorversuchen wurde primär eine Beschichtung von 2 µg Anti-XIIa-
Antikörper/Fritte getestet. Als Sekundär-Antikörper wurde ein polyklonaler
Kaninchen-Antikörper (IgG)-Anti-C1-Inhibitor (Dako Diagnostics, Hamburg)
eingesetzt. Bei diesem Ansatz ergab sich einerseits das Problem einer
unzureichenden Messgenauigkeit (Doppelbestimmung, siehe Abb. 6) sowie eine
hohe unspezifische Bindung des Sekundär-Antikörpers an die Festphase. Zur
Beurteilung der unspezifischen Antikörper-Bindung diente die Ermittlung eines
Blindwertes. Als Probe diente hier eine antigenfreie Pufferlösung.
Aufgrund dieser Ergebnisse wurde der Sekundär-Antikörper gewechselt (neuer
Antikörper: polyklonaler affinitätsgereinigter Schaf-Antikörper (IgG)-Anti-C1-
Inhibitor, Cedarlane Laboratories Ltd., Ontario, Canada) und im folgenden die
Fritten mit 10 µg Anti-XIIa-Antikörper/Fritte beschichtetet. Der Blindwert konnte
von 0,4 OD auf < 0,2 OD gesenkt werden (siehe Abb. 7). Durch Erhöhung der
Antikörperbeschichtung von 2 µg/Fritte auf 10 µg/Fritte verbesserte sich die
Messgenauigkeit. Es wurde ein Intraassaykoeffizient von 6 % ermittelt.
300 Fritten für entsprechend 300 ABICAP®s wurden mit dem Fangantikörper
(A(rbeits)-Fritten) beschichtet. 50 Fritten, sogenannte N(ull)-Fritten, wurden ohne
AK-Beschichtung verarbeitet. Die Null-Fritten dienten dazu, das Ausmaß der
unspezifischen Bindung des Antigens bzw. des Detektionsantikörpers an die
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Festphase zu bestimmen. Je ausgeprägter diese unspezifischen Bindungen waren,
um so weniger sensitiv würde der Immunoassay sein.
Abb. 6: Testreihe mit polyklonalem Kaninchen-Antikörper (IgG)-Anti-C1-Inhibitor
(Dako) als Detektionsantikörper und 2 µg AK/Fritte Anti-XIIa-Beschichtung,
n = 2
MW = Mittelwert, SD = Standardabweichung, OD = optische Dichte
Positiv-Kontrolle 1:5 = aktiviertes Poolplasma, 1:5 verdünnt in
Verdünnungspuffer
Negativ-Kontrolle 1:5 = nicht aktiviertes Poolplasma, 1:5 verdünnt in
Verdünnungspuffer
Blindwert = Einsatz von Verdünnungspuffer als Probe
(siehe auch Kapitel 4.4.7 „Standards und Kontrollen“)
Name Extinktion [OD]
b a MW SD
Positiv-Kontrolle 1:5 1,572 1,106 1,339 0,233
Negativ-Kontrolle 1:5 0,244 0,326 0,285 0,041
F.XII-Mangelplasma 0,195 0,299 0,247 0,052
Blindwert 0,36 0,428 0,394 0,034
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Abb. 7: Testreihe mit polyklonalem Schaf-Antikörper (IgG)-Anti-C1-Inhibitor
(Cedarlane Lab.) als Detektionsantikörper und 10 µg AK/Fritte Anti-XIIa-
Beschichtung, n = 2
MW = Mittelwert, SD = Standardabweichung, OD = optische Dichte
Positiv-Kontrolle 1:5 = aktiviertes Poolplasma, 1:5 verdünnt in
Verdünnungspuffer
Negativ-Kontrolle 1:5 = nicht aktiviertes Poolplasma, 1:5 verdünnt in
Verdünnungspuffer
Blindwert = Einsatz von Verdünnungspuffer als Probe
(siehe auch Kapitel 4.4.7 „Standards und Kontrollen“)
4.4.5.1  Fritten aktivieren und äquilibrieren
1. Die abgewogenen, trockenen Fritten wurden in je eine Schottflasche mit
96 %igem Ethanol gefüllt und 10 min mit einer Wasserstrahlpumpe entgast
(Flasche mit Lochdeckel auf einem Magnetrührer).
A-Fritten: 103 ml Ethanol in 250 ml Schottflasche
Name Extinktion [OD]
b a MW SD
Positiv-Kontrolle 1:5 1,56 1,59 1,575 0,015
Negativ-Kontrolle 1:5 0,215 0,183 0,199 0,016
F.XII-Mangelplasma 0,2 0,191 0,196 0,004
Blindwert 0,18 0,18 0,18 0
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N-Fritten: 18 ml Ethanol in 50 ml Schottflasche
2. Die Flaschen mit den Fritten und dem Ethanol wurden 30 min im mit bidest.
Wasser gefüllten Ultraschallbad entgast und mit der Wasserstrahlpumpe
evakuiert.
3. Der Inhalt der Flaschen wurde mit 96 %igem Ethanol gewaschen und mit der
Wasserstrahlpumpe evakuiert.
A-Fritten: 104 ml Ethanol
N-Fritten: 18 ml Ethanol
4. Der Inhalt der Flaschen wurde mit 50 %igem Ethanol gewaschen und die
Flüssigkeit evakuiert.
A-Fritten: 104 ml Ethanol
N-Fritten: 18 ml Ethanol
5. Zweimal wurde mit bidest. Wasser gewaschen und dazwischen die
Flüssigkeit einmal evakuiert.
A-Fritten: 2 x 104 ml aqua bidest.
N-Fritten: 2 x 18 ml aqua bidest.
6. Erneut wurde zweimal mit CBB gewaschen. Je Waschschritt wurde 10 min
mit dem Magnetrührer inkubiert und dazwischen die Flüssigkeit einmal
evakuiert.
A-Fritten: 2 x 104 ml CBB
N-Fritten: 2 x 18 ml CBB
7. Zum Schluss wurden die Flaschen nochmals 10 min mit der
Wasserstrahlpumpe entgast und dann verschlossen.
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4.4.5.2  Batchverfahren für Antikörper gecoatete Fritten (A-Fritten)
1. Die aktivierten und äquilibrierten Fritten mit Puffer wurden in einen 100 ml
Standzylinder überführt.
2. Aus dem Standzylinder wurde CBB bis auf die Hälfte des Ausgangsvolumens
abgesaugt. Maß war dabei die Frittenoberkante.
3. Das Batchcoating wurde im Verhältnis Antikörper / Fritte von
10 µg AK/Fritte durchgeführt. In eine Schottflasche wurde das halbe
Volumen CBB (52 ml) vorgelegt. Vor Zugabe des Fangantikörpers (hier:
7 ml, c = 0,428 mg/ml) wurde das entsprechende Volumen CBB aus dem
halben Volumen entfernt.
4. Der gereinigte Fangantikörper Anti-XIIa wurde in die Schottflasche gegeben.
5. Der Inhalt des Standzylinders mit den Fritten wurde in die Schottflasche
gefüllt. Bei der Wahl des Reaktionsgefäßes war darauf zu achten, dass die
kleinste mögliche Luftphase existierte, damit sich nur wenig Schaum bilden
konnte.
6. Das Reaktionsgefäß wurde > 16 h im Überkopfschüttler inkubiert.
7. Die Flüssigkeit wurde evakuiert und der Reaktionsansatz mit 104 ml 1 %igem
BSA in PBS-Puffer 1 h im Überkopfschüttler inkubiert.
8. Die Flüssigkeit wurde erneut evakuiert, die Fritten zweimal mit 104 ml
0,1 %igem BSA in PBS-Puffer gewaschen und jeweils für 10 min im
Überkopfschüttler inkubiert.
9. Die beschichteten Fritten wurden in ABICAP®-Säulen gestopft, die Säulen
mit 1 %igem BSA in PBS-Puffer gefüllt und verschlossen.
4.4.5.3  Herstellung von geblockten Fritten (N-Fritten)
1. Die aktivierten und äquilibrierten N-Fritten wurden evakuiert und in eine
Schottflasche überführt. Auch hier war es wichtig, bei der Wahl des
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Reaktionsgefäßes auf eine kleinste mögliche Luftphase zu achten, um
Schaumbildung zu verhindern.
2. Die N-Fritten wurden mit 18 ml 1 %igem BSA in PBS-Puffer 1 h im
Überkopfschüttler inkubiert.
3. Es folgte eine Wiederholung des 2. Schritts mit 0,1 %igem BSA in PBS-
Puffer.
4. Die N-Fritten wurden in Säulen gestopft und in 1%igem BSA in PBS-Puffer
gelagert.
4.4.6 Biotinylierung des Detektionsantikörpers
4.4.6.1  Umpufferung des Antikörpers
1. Die Antikörperlösung (Vges = 0,4 ml, c = 4,1 mg/ml) wurde mit CBB auf eine
Konzentration von 3 mg/ml eingestellt.
2. Eine NAP5-Säule wurde mit > 10 ml CBB äquilibriert.
3. Auf die so vorbereitete Säule wurde die Antikörperlösung (0,5 ml)
aufgetragen.
4. Der Antikörper wurde mit 1 ml CBB eluiert. Die Endkonzentration betrug
1,64 mg AK/ml.
4.4.6.2  Biotinylierung
1. 1 ml der umgepufferten Antikörperlösung wurden mit 112 µl Biotin-ester in
Dimethylsulfoxid (cBiotin in DMSO = 2 mg/ml) versetzt. (Das Reaktionsgefäß
sollte nicht aus Kunststoff sein. Ausnahme bilden Polypropylen und speziell
gehärtetes Polyethylen (Eppendorfgefäße).)
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2. Das Gemisch wurde „gevortext“ und 3 h bei Raumtemperatur auf einem
Rüttler inkubiert.
Erläuterung:
Die Biotinylierungsreaktion verläuft parallel zur unerwünschten Hydrolyse des
Esters. Um das Hydrolysegleichgewicht auf die Seite des Esters zu verschieben,
wird ein DMSO-Anteil im Reaktionsansatz von 10 % empfohlen. Als Faustregel
gilt daher 9 Volumenanteile Antikörperlösung und 1 Volumenanteil Biotin-ester
in DMSO. Die Konzentration des Esters sollte der Proteinkonzentration
entsprechen. Die so durchgeführte Biotinylierung ergibt theoretisch einen
Biotinylierungsgrad > 30. In der Praxis erreicht man auf diese Art und Weise
wahrscheinlich einen Biotinylierungsgrad von etwa 10.
4.4.6.3  Umpufferung und Abstoppen der Biotinylierungsreaktion
1. Dem Reaktionsansatz (Vges = 1112 µl) wurden 1390 µl CBB zugegeben.
2. Eine PD10-Säule wurde mit 25 ml CBB äquilibriert.
3. Der Antikörper wurde auf die Säule gegeben und mit 3,6 ml PBS-Puffer
eluiert.
4. Das Eluat wurde steril filtriert und mit 185 µl 20 %igem BSA in PBS-Lösung
versetzt.
Erläuterung:
BSA dient der Stabilisierung des Immunglobulin G. Durch das Umpuffern entfällt
das Abstoppen der Biotinylierungsreaktion.
Theoretische Ausbeute: 1,64 mg biotinylierter AK in 3,5 ml PBS-Puffer (1 %
BSA), cAK = 0,47 mg/ml
4   Material und Methoden Seite 50
4.4.7  Standards und Kontrollen
Zur Bestimmung der Spezifität und Sensitivität des Testes waren Positiv- und
Negativ-Proben erforderlich.
Für die Negativ-Probe wurde Faktor XII-Mangelplasma und Kaolin-Lösung
(cKaolin in PBS = 20 mg/ml, Endkonzentration 10 mg/ml) im Volumenverhältnis
1 : 1 gemischt und 60 min bei 37 °C im Überkopfschüttler inkubiert, danach für
5 min auf Eis gelegt und daraufhin bei 2000 g für 10 min zentrifugiert. Der
Überstand wurde aliquotiert und bei -70 °C tiefgefroren.
Für die Positiv-Probe wurden 1 ml Faktor XII-Mangelplasma 0,2 ml Faktor XII
(c = 250 µg/ml) und 1,2 ml Kaolin-Lösung (cKaolin in PBS = 20 mg/ml,
Endkonzentration 10 mg/ml) hinzugefügt. Dieses Gemisch wurde ebenfalls
60 min bei 37 °C im Überkopfschüttler inkubiert, 5 min auf Eis gelegt,
zentrifugiert, der Überstand aliquotiert und tiefgefroren [126]. Die eingesetzte
Menge Faktor-XII entsprach einer normalen Faktor-XII-Blutplasmakonzentration
eines gesunden Menschen [93].
Aus Gründen der Praktikabilität und Kostenminimierung wurden die für die
Standardkurve benötigten Standardproben (aktiviertes Poolplasma = aPP) sowie
eine Negativ-Kontrolle (nicht aktiviertes Poolplasma = naPP), die bei jeder
einzelnen Messreihe mitgeführt wurde, auf eine andere im folgenden beschriebene
Weise hergestellt. Poolplasma und Kaolin-Lösung wurden im Volumenverhältnis
1 : 1 gemischt und ebenso weiterverarbeitet wie Negativ- und Positiv-Proben. Aus
dieser Stammlösung (aPP) wurde eine Standard-Verdünnungsreihe erstellt. Die
Faktor XIIa-C1-Inhibitor-Konzentration der Stammlösung (aPP) wurde auf 100 %
festgelegt. Abb. 8 zeigt eine typische Standardkurve. Als Negativ-Kontrolle
wurden Poolplasma und PBS-Lösung im Volumenverältnis 1 : 1 gemischt und
tiefgefroren. Diese Negativkontrolle (naPP) wurde bei jeder Messreihe mitgeführt,
nachdem gezeigt werden konnte, dass sie sich nicht relevant vom Faktor XII-
Mangelplasma bezüglich der gemessenen Extinktion unterscheidet (siehe Kapitel
5.2.1 „Spezifität des Immunoassays“, Abb. 27).
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Abb. 8: Beispielstandardkurve des ABICAP®-ELISA Faktor XIIa-C1-Inhibitor, n = 2
aPP 1:x = aktiviertes Poolplasma, x-fach verdünnt mit Verdünnungspuffer,
MW = Mittelwert, SD = Standardabweichung, OD = optische Dichte
% Faktor XIIa- Name Extinktion [OD]
C1-Inhibitor a b MW SD
V.puffer 0,178 0,141 0,160 0,019
0,78 aPP 1:128 0,246 0,292 0,269 0,023
1,56 aPP 1:64 0,367 0,408 0,388 0,021
3,13 aPP 1:32 0,623 0,637 0,630 0,007
6,25 aPP 1:16 0,777 0,991 0,884 0,107
12,5 aPP 1:8 1,318 1,400 1,359 0,041
y = 0,3087 x 0,586
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4.4.8  Allgemeiner Testablauf
1. Öffnen der ABICAP®s (zuerst oben, dann unten!)
2. Waschen mit 750 µl Verdünnungspuffer
3. Probenaufgabe 250 µl verdünnte Probe (125 µl Probe + 125 µl PBS) bzw.
Standard
4. Aufgabe von 500 µl biotinyliertem Detektions-AK (4 µg AK/Cap) in
Verdünnungspuffer
5. Aufgabe von 500 µl in U1-Lösung verdünntem ABION RED® (1:21)
6. Waschen mit 750 µl aqua bidest.
7. Elution mit 300 µl E1-Lösung in eine Microtiterplatte
8. Messung der Extinktion mittels Microtiterplatten-Reader bei 492 nm
9. Ablesen der Faktor XIIa-C1-Inhibitor-Konzentration in Prozent anhand einer
Standardkurve
4.5  Statistik
Die Versuche mit dem Rezirkulationsmodell wurden in dreifacher Wiederholung
durchgeführt, alle Parametermessungen in Doppelbestimmung. Die Ergebnisse
wurden auf einem PC mit dem Tabellenkalkulationsprogramm Microsoft®
Excel 97 weiterverarbeitet und als Mittelwert mit Standardabweichung
angegeben.
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5  Ergebnisse
5.1  Evaluierung des In-vitro-Dialyse-Rezirkulations-
 modells
5.1.1  Vergleich zweier unterschiedlicher Schlauchsysteme
In der ersten Versuchsreihe wurden zwei unterschiedliche Schlauchsysteme (siehe
Kapitel 4.1 „Das In-vitro-Dialyse-Rezirkulationsmodell“) getestet, um deren
Einfluss auf die Messparameter zu untersuchen. Für die weiteren Versuche sollte
dann das Schlauchsystem mit der niedrigsten Hintergrundaktivität ausgewählt
werden. Die Versuche wurden ohne zwischengeschaltete Dialysatoren mit einer
Antikoagulation von 0,5 I.E. UFH/ml Blut durchgeführt.
Messungen der Heparinisierung nach 5 min und 120 min ergaben eine konstante
und identische Heparinisierung in beiden Systemkreisläufen. Eine nennenswerte
Hämolyse fand während der Versuchszeit von 120 min nicht statt. Das freie
Plasma-Hämoglobin betrug zu Beginn und am Ende der Versuchszeit weniger als
40 mg/100 ml (obere Normgrenze). Die hämatologischen Parameter
(Erythrozyten, Hämatokrit, Hämoglobin, Leukozyten, Thrombozyten) sanken zu
Beginn des Versuchs entsprechend dem Verdünnungseffekt des Antikoagulanz
auf etwa 90 % des Spenderausgangswertes (A-Probe) ab und verblieben über die
gesamte Versuchszeit konstant (± 5 %).
Die Bestimmung von TAT, PF 4 und C5a diente der Beurteilung der
Biokompatibilität.
Die Ausgangswerte für TAT (A- und 0-Wert) waren in beiden Systemkreisläufen
innerhalb des Normbereichs (1,0 – 4,1 µg/ml). Während der Versuchszeit von
120 min stieg die TAT-Konzentration im konventionellen Schlauchsystem
deutlich stärker an als im Meise-Schlauchsystem. Der größte Anstieg war
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zwischen 20 und 60 min zu beobachten. Diese Tendenz konnte gleichermaßen in
allen drei Versuchswiederholungen beobachtet werden (Abb. 9).
Bezüglich der PF 4-Bildung war eine eindeutige Tendenz nicht zu erkennen. Zum
Zeitpunkt 0 min war die PF 4-Konzentration in beiden Schlauchsystemen bei
allen Versuchswiederholungen oberhalb des Normbereichs (0 – 5 I.E./ml). Nach
120 min Versuchsdauer fand sich in allen drei Versuchswiederholungen im
konventionellen Schlauchsystem ein höhere PF 4-Konzentration. Allerdings
zeigte sich im konventionellen Schlauchsystem in zwei Versuchen schon zum
Zeitpunkt 0 min ein erhöhter PF 4-Wert im Vergleich zum Meise-
Schlauchsystem. Die Konzentrationszunahme verlief bis 120 min in beiden
Schlauchsystemen parallel zueinander. Nur bei einem Versuchsansatz konnte im
konventionellen Schlauchsystem bei nahezu identischen Ausgangswerten nach
120 min eine höhere PF 4-Konzentration (Unterschied + 10 I.E./ml) im Vergleich
zum Meise-Schlauchsystem bestimmt werden (Abb. 10).
Die C5a-Werte zeigten bei vergleichbaren Ausgangswerten, die alle im Bereich
der oberen Normgrenze (Normalbereich 0,15 – 0,5 µg/ml) liegen, einen stärkeren
Konzentrationsanstieg im konventionellen Schlauchsystem als im Meise-
Schlauchsystem. Die C5a-Bildung war maximal in den ersten 20 min und nahm
dann bis 120 min kontinuierlich ab. Zwischen 60 und 120 min fand kaum mehr
eine weitere Freisetzung von C5a statt, so dass die Gesamtkonzentration von C5a
im System nahezu konstant blieb (Abb. 11).
Insgesamt zeigte sich bei Verwendung des Meise-Schlauchsystems eine geringere
Beeinflussung der Biokompatibilitätsparameter als beim konventionellen
Schlauchsystem, so dass für die weiteren Versuche mit dem Rezirkulationsmodell
das Meise-Schlauchsystem eingesetzt wurde.
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Abb. 9: Gerinnungsaktivierung (TAT), konv. Schlauchsystem vs. Meise-Schlauch-
system, 0,5 I.E. UFH/ml Blut, n = 3, TAT-Normwerte 1,0 – 4,1 µg/ml
Abb. 10: Thrombozytenaktivierung (PF 4), konv. Schlauchsystem vs. Meise-Schlauch-
system, 0,5 I.E. UFH/ml Blut, n = 3, PF 4-Normwerte 0 – 5 I.E./ml
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Abb. 11: Komplementaktivierung (C5a), konv. Schlauchsystem vs. Meise-Schlauch-
system, 0,5 I.E. UFH/ml Blut, n = 3, C5a-Normwerte 0,15 – 0,5 µg/ml
5.1.2  Vergleich zweier identischer Dialysatoren
In der Evaluierungsphase wurde das Rezirkulationsmodell mit zwei Cuprophan®-
Dialysatoren gleichen Typs bestückt. Es wurde eine Antikoagulation von
0,5 I.E. UFH/ml Blut gewählt.
Diese Versuchsreihe sollte zeigen, dass vergleichende Untersuchungen zwischen
zwei Membranen unter identischen Bedingungen mit dem Rezirkulationsmodell
möglich waren.
In beiden Systemkreisläufen bestand zum Zeitpunkt 5 min eine identische
Heparinisierung. Nach 120 min konnte in beiden Systemen eine Abnahme der
Heparinisierung auf 40 – 65 % des Ausgangswertes gemessen werden. Das freie
Plasma-Hb als Indikator für die Hämolyse zeigte zu Beginn der Versuche Werte
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im Bereich der oberen Normgrenze, die im Verlauf der Versuche bis 120 min
konstant blieben.
Die hämatologischen Parameter (Erythrozyten, Hämatokrit, Hämoglobin,
Leukozyten) waren während der 120-minütigen Versuchsdauer in beiden
Systemen konstant. Eine Ausnahme bildeten Thrombozyten- und
Monozytenzahlen. Die Thrombozytenzahlen fielen in beiden Systemen während
des Versuchsverlaufs auf minimal 52 % des Ausgangswertes (A-Wert) und die
Monozytenzahlen auf minimal 40 %.
Die Gerinnungsaktivität gemessen als TAT-Komplex zeigte in allen drei
Versuchswiederholungen einen parallelen Anstieg in beiden Systemen. Dabei
fand in den ersten 20 min ein relativ milder Anstieg der TAT-Konzentration statt,
die dann jedoch im weiteren Verlauf auf ein Vielfaches stieg (Abb. 12).
Auch in dieser Versuchsreihe lagen die Ausgangswerte für Plättchenfaktor 4
(PF 4), dem Parameter für die Thrombozytenaktivierung, oberhalb der oberen
Normgrenze von 5 I.E./ml. Während des weiteren Versuchsverlaufs konnte in
allen drei Versuchswiederholungen in beiden Systemen ein gleichartiger Anstieg
der Thrombozytenaktivität beobachtet werden (Abb. 13).
Die Komplementaktivität (C5a) verlief in beiden Systemen parallel. Die stärkste
Aktivitätszunahme war dabei zwischen 20 und 60 min zu verzeichnen. Zwischen
0 und 20 min bzw. nach 60 min fiel die C5a-Neubildung geringer aus (Abb. 14).
5   Ergebnisse Seite 58
Abb. 12: Gerinnungsaktivierung (TAT), Cuprophan® vs. Cuprophan®, 0,5 I.E. UFH/ml
Blut, n = 3, TAT-Normwerte 1,0 – 4,1 µg/ml
Abb. 13: Thrombozytenaktivierung (PF 4), Cuprophan® vs. Cuprophan®, 0,5 I.E.
UFH/ml Blut, n = 3, PF 4-Normwerte 0 – 5 I.E./ml
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Abb. 14: Komplementaktivierung (C5a), Cuprophan® vs. Cuprophan® 0,5 I.E. UFH/ml
Blut, n = 3, C5a-Normwerte 0,15 – 0,5 µg/ml
5.1.3  Einfluss unterschiedlicher Antikoagulanziendosierungen
Zwei gleiche Dialysatoren (Cuprophan®) wurden parallel bei einer
Antikoagulation von 1,0 (System I) und 0,5 I.E. UFH/ml Blut (System II) im
Rezirkulationsmodell untersucht.
Eine signifikante Hämolyse fand bei dieser Versuchsreihe nicht statt. Die
gemessene Heparinisierung entsprach der theoretisch erwarteten. Die
hämatologischen Parameter waren mit Ausnahme von Thrombozyten- und
Monozytenzahl, die einem leichten Abnahmetrend unterlagen, während der
Versuchszeit konstant. Signifikante Elektrolytverschiebungen zwischen Dialysat-
und Blutkompartiment waren nicht erkennbar. Innerhalb von 120 min sank der
pH-Wert um etwa 0,07-0,1 ab.
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Entsprechend dem Antikoagulationsgrad konnte im System mit der niedrigeren
Heparindosierung (0,5 I.E. UFH/ml Blut) eine etwa um den Faktor 15 höhere
TAT-Bildung festgestellt werden als bei höherer Dosierung
(1,0 I.E. UFH/ml Blut) und identischer Dialysemembran (Abb. 15).
Der Anstieg der PF 4-Konzentration verlief bei Ausgangswerten, die deutlich
oberhalb der oberen Normgrenze lagen, bei beiden Heparinisierungen bis 60 min
parallel. Im folgenden wurde zum Zeitpunkt 120 min bei der niedrigeren
Heparinisierung ein deutlich höherer PF 4-Wert als bei der höheren
Heparinisierung erfasst (Abb. 16).
Unabhängig von der Heparinisierung zeigte die Komplementaktivität (C5a-
Konzentration) einen nahezu linear ansteigenden Verlauf über die gesamte
Versuchszeit (Abb. 17).
Abb. 15: Gerinnungsaktivierung (TAT), Cuprophan® 1,0 I.E. UFH/ml Blut vs.
Cuprophan® 0,5 I.E. UFH/ml Blut, n = 3, TAT-Normwerte 1,0 – 4,1 µg/ml
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Abb. 16: Thrombozytenaktivierung (PF 4), Cuprophan® 1,0 I.E. UFH/ml Blut vs.
Cuprophan® 0,5 I.E. UFH/ml Blut, n = 3, PF 4-Normwerte 0 – 5 I.E./ml
Abb. 17: Komplementaktivierung (C5a), Cuprophan® 1,0 I.E. UFH/ml Blut vs.
Cuprophan® 0,5 I.E. UFH/ml Blut, n = 3, C5a-Normwerte 0,15 – 0,5 µg/ml
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5.1.4  Membranvergleich bei hoher Heparindosierung
In dieser Versuchsreihe wurde der Einfluss eines Cuprophan®-Dialysators und
eines Polysulfon-Dialysators bei einer Antikoagulation von 1,0 I.E. UFH/ml Blut
auf die Biokompatibilitätsparameter untersucht.
Bezüglich Hämolyse und Heparinisierung konnten keine Auffälligkeiten
festgestellt werden. Die hämatologischen Parameter waren während der
Versuchszeit konstant. Eine Ausnahme bildete die Thrombozytenzahl, die in allen
Versuchen in beiden Systemen eine Abnahme zwischen 0 und 5 min von bis zu
30 % aufwiesen. Über die weitere Versuchszeit blieb die Thrombozytenzahl
konstant.
Die TAT-Bildung war bei beiden Membranen gleich stark und im Vergleich zur
Versuchsreihe mit 0,5 I.E. UFH/ml Blut (s.u.) etwa um den Faktor 10 niedriger.
Die Ausgangswerte lagen bei allen Versuchswiederholungen im Normbereich
(Abb. 18 und 19).
Die PF 4-Freisetzung zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen den
beiden Membranen. Die Ausgangswerte waren deutlich erhöht (Abb. 20 und 21).
Bei der Komplementaktivierung (C5a) waren signifikante reproduzierbare
Unterschiede zwischen der Cuprophan®- und der Polysulfon-Membran erkennbar.
Während die Polysulfonmembran nur eine minimale C5a-Bildung hervorrief,
konnte bei der Cuprophan®-Membran eine beträchtliche Zunahme der C5a-
Konzentration beobachtet werden (Abb. 22 und 23).
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Abb. 18: Versuche 1-3, Cuprophan® vs. Polysulfon 1,0 I.E. UFH/ml Blut,
Gerinnungsaktivierung (TAT), TAT-Normwerte 1,0 – 4,1 µg/ml
Abb. 19: Gerinnungsaktivierung (TAT), 1,0 I.E. UFH/ml Blut, Cuprophan® vs.
Polysulfon, n = 3, TAT-Normwerte 1,0 – 4,1 µg/ml
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Abb. 20: Versuche 1-3, Cuprophan® vs. Polysulfon, 1,0 I.E. UFH/ml Blut,
Thrombozytenaktivierung (PF 4), PF 4-Normwerte 0 – 5 I.E./ml
Abb. 21: Thrombozytenaktivierung (PF 4), 1,0 I.E. UFH/ml Blut, Cuprophan® vs.
Polysulfon, n = 3, PF 4-Normwerte 0 – 5 I.E./ml
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Abb. 22: Versuche 1-3, Cuprophan® vs. Polysulfon , 1,0 I.E. UFH/ml Blut
Komplementaktivierung (C5a), C5a-Normwerte 0,15 – 0,5 µg/ml
Abb. 23: Komplementaktivierung (C5a), 1,0 I.E. UFH/ml Blut, Cuprophan® vs.
Polysulfon, n = 3, C5a-Normwerte 0,15 – 0,5 µg/ml
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5.1.5  Membranvergleich bei niedriger Heparindosierung
Bei dieser Versuchsreihe wurde eine Cuprophan®-Membran mit einer Polysulfon-
Membran verglichen. Allerdings wurde die Heparindosis auf 0,5 I.E. UFH/ml
Blut reduziert.
Die hämatologischen Parameter, freies Plasma-Hb sowie die Heparinisierung
zeigten keine Auffälligkeiten. Die Thrombozytenzahl fiel über die Versuchszeit
von 120 min bis auf minimal 70 % bei Cuprophan® und 79 % bei Polysulfon ab.
Bezüglich der TAT-Bildung und der PF 4-Freisetzung ergaben sich bei einer
Heparinisierung von 0,5 I.E. UFH/ml Blut gleiche Tendenzen wie bei
1,0 I.E. UFH/ml Blut. Die TAT-Konzentrationen lagen bei 0,5 I.E. UFH/ml
entsprechend der niedrigeren Antikoagulation etwa um den Faktor 10 und die
PF 4-Konzentrationen etwa um den Faktor 1,5 höher als bei der höheren
Heparinisierung (1,0 I.E. UFH/ml Blut). Ein Unterschied zwischen Cuprophan®-
und Polysulfon-Membran war nicht erkennbar. (Abb. 24 und 25)
Die C5a-Bildung verlief bei einer Antikoagulation von 0,5 I.E. UFH/ml in
gleicher Weise wie bei 1,0 IE UFH/ml. Polysulfon verursachte im Vergleich zu
Cuprophan® nur eine minimale C5a-Bildung. (Abb. 26)
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Abb. 24: Gerinnungsaktivierung (TAT), 0,5 I.E. UFH/ml Blut, Cuprophan® vs.
Polysulfon, n = 3, TAT-Normwerte 1,0 – 4,1 µg/ml
Abb. 25: Thrombozytenaktivierung (PF 4), 0,5 I.E. UFH/ml Blut, Cuprophan® vs.
Polysulfon, n = 3, PF 4-Normwerte 0 – 5 I.E./ml
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Abb. 26: Komplementaktivierung (C5a), 0,5 I.E. UFH/ml Blut, Cuprophan® vs.
Polysulfon, n = 3, C5a-Normwerte 0,15 – 0,5 µg/ml
5.2  Evaluierung des Faktor XIIa-C1-Inhibitor-
 ABICAP®-Immunoassays
5.2.1  Spezifität des Immunoassays
Zur Überprüfung der Spezifität des Immunoassays wurden speziell eine für diesen
Zweck hergestellte Positiv-Probe und eine Negativ-Probe sowie eine für die
Erstellung der Standardkurven benötigte Positiv-Kontrolle und Negativ-Kontrolle
mittels des Faktor XIIa-C1-Inhibitor-ABICAP®-Immunoassays gemessen. Die
Ergebnisse sind in Abb. 27 dargestellt. Die Positiv-Probe und Positiv-Kontrolle
erzeugten eine Extinktion von > 1 OD, die Negativ-Probe sowie die Negativ-
Kontrolle eine Extinktion von < 0,2 OD.
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Für den Antikörperleerwert wurden ABICAP®s mit N(ull)-Fritten (= ABICAP®s
ohne Fangantikörper) mit der Positiv-Kontrolle versetzt und gemessen. Die
Extinktion betrug ebenfalls < 0,2 OD.
Abb. 27: Alle Proben wurden 1:4 mit Verdünnungspuffer verdünnt, Zusammen-
setzung der Proben: siehe Kapitel 4.4.7 „Standards und Kontrollen“,
MW = Mittelwert, SD = Standardabweichung, OD = optische Dichte
5.2.2  Sensitivität des Immunoassays
Aus der Stammlösung (aPP) wurde eine Verdünnungsreihe in Verdünnungspuffer
hergestellt. Diese Proben sowie eine Negativ-Kontrolle (naPP) wurden mit dem
Faktor XIIa-C1-Inhibitor-ABICAP®-Immunoassay gemessen. Die Faktor XIIa-
Name Extinktion [OD]
b a MW SD
Pos.-Probe 1,25 1,123 1,187 0,063
Neg.-Probe 0,184 0,186 0,185 0,001
Pos.-Kontrolle (aPP) 0,946 1,066 1,006 0,060
Neg.-Kontrolle (naPP) 0,163 0,16 0,162 0,002
Verd.puffer 0,155 0,151 0,153 0,002
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C1-Inhibitor-Konzentration der unverdünnten Stammlösung (aPP) wurde als
100 % definiert. Die Ergebnisse in Abb. 28 zeigen, dass die Messung einer
Verdünnung der Stammlösung aPP von 1:256 noch ein positives Messergebnis im
Vergleich zur Negativ-Kontrolle ergab. Das bedeutet, dass mit dem ABICAP®-
Immunoassay eine theoretische Faktor XIIa-C1-Inhibitor-Konzentration von bis
zu minimal 0,4 % erfasst werden konnte.
Abb. 28: Faktor XIIa-C1-Inhibitor-Konzentration einer Verdünnungsreihe der
Stammlösung (aPP), der Negativ-Kontrolle (naPP) und des
Verdünnungspuffers, MW = Mittelwert, SD = Standardabweichung,
OD = optische Dichte
Aktivierung Name Extinktion [OD]
[%] a b MW SD
V.puffer 0,155 0,151 0,153 0,002
naPP 0,153 0,132 0,143 0,010
0,39 aPP 1:256 0,190 0,207 0,199 0,008
0,78 aPP 1:128 0,219 0,271 0,245 0,026
1,56 aPP 1:64 0,338 0,287 0,313 0,025
3,125 aPP 1:32 0,353 0,347 0,350 0,003
6,25 aPP 1:16 0,534 0,525 0,530 0,004
12,5 aPP 1:8 0,792 1,004 0,898 0,106
25 aPP 1:4 1,250 1,123 1,187 0,063
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5.2.3  Erstellung der Standardkurve
Aus der Verdünnungsreihe der Stammlösung (aPP) wurde für jede Messung eine
Standardkurve ermittelt (Beispielstandardkurve siehe Kapitel 4.4.7 „Standards
und Kontrollen“, Abb. 8). Es wurden Verdünnungen zwischen 1:128 und 1:8
eingesetzt, so dass sich ein Messbereich von 0,78 % – 12,5 % Faktor XIIa-C1-
Inhibitor-Aktivierung ergab. Die Negativ-Kontrolle (naPP) sowie eine Positiv-
Kontrolle (Faktor XIIa-C1-Inhibitor-Konzentration 6,25 %) wurden bei jeder
Messreihe mitgeführt.
5.3  Faktor XIIa-C1-Inhibitor-Komplexbildung im Re-
 zirkulationsmodell
Die Faktor XIIa-C1-Inhibitor-Komplexbildung wurde bei verschiedenen
Membran-Vergleichsversuchen bestimmt. Jeweils zu Beginn des Versuchs (nach
0 min bzw. 5 min) wurde ein Ausgangswert und am Ende der Versuchszeit (nach
120 min) die kumulierte Faktor XIIa-C1-Inhibitor-Konzentration gemessen.
Folgende Dialysemembranen wurden im Rezirkulationsmodell bezüglich ihres
Einflusses auf die Faktor XIIa-C1-Inhibitor-Bildung untersucht:
• Cuprophan® versus Polysulfon
• Polysulfon versus Polyacrylonitril
Die Ergebnisse sind in den Abb. 29 und 30 dargestellt und zeigen, dass es
ausschließlich bei der Polyacrylonitril-Membran zu einer signifikanten Zunahme
der Faktor XIIa-C1-Inhibitor-Konzentration während der Versuchszeit kam. Die
Ausgangswerte zum Zeitpunkt 0 min zeigten keine nennenswerte Faktor XIIa-C1-
Inhibitor-Komplexbildung. Zum Zeitpunkt 5 min waren die Werte leicht erhöht
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und stiegen bis 120 min stark an (Abb. 30). Bei der parallel untersuchten
Polysulfon-Membran konnte in allen vier Versuchswiederholungen keine
Zunahme der Faktor XIIa-C1-Inhibitor-Konzentration beobachtet werden. Auch
bei der Cuprophan®-Membran war keine Faktor XIIa-C1-Inhibitor-
Komplexbildung feststellbar (Abb. 29).
Abb. 29: Faktor XIIa-Aktivierung (Faktor XIIa-C1-Inhibitor-Komplex),
Cuprophan® vs. Polysulfon, 0,5 I.E. UFH/ml Blut, n = 3
Neg.-Kon. = Negativ-Kontrolle, Pos.-Kon. = Positiv-Kontrolle
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Abb. 30: Faktor XIIa-Aktivierung (Faktor XIIa-C1-Inhibitor-Komplex),
Polyacrylonitril vs. Polysulfon, 0,7 I.E. UFH/ml Blut, n = 4,
Neg.-Kon. = Negativ-Kontrolle, Pos.-Kon. = Positiv-Kontrolle
5.4 Bestimmung von freiem Faktor XIIa
Beim Membranvergleich Polyacrylonitril versus Polysulfon wurde als
zusätzlicher Parameter freier Faktor XIIa mittels eines kommerziellen ELISA
bestimmt. Die Ergebnisse zeigten eine Zunahme der Faktor XIIa-Konzentration
bei der Polyacrylonitril-Membran, nicht aber bei der Polysulfon-Membran
zwischen 5 min und 120 min Versuchsdauer (Abb. 31). Alle Werte lagen
innerhalb des In-vivo-Referenzbereichs.
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Abb. 31: Kontaktaktivierung (freier Faktor XIIa), Polysulfon vs. Polyacrylonitril,
0,7 I.E. UFH/ml Blut,  n = 3, Normbereich < 5,0 ng/ml, A = A(rm)-Probe
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6  Diskussion
Biomaterialien spielen in der heutigen Medizin eine immer wichtigere Rolle. Um
so bedeutender ist auch die vorklinische Testung der Biokompatibilität dieser
Biomaterialien. Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein In-vitro-Dialyse-
Rezirkulationsmodell zur Untersuchung der Biokompatibilität von
Originaldialysatoren entwickelt, optimiert und validiert.
Die Versuchsreihe, bei der ein für die Versuchsanordnung optimal adaptiertes
Schlauchsystem (Meise-Schlauchsystem) mit einem gekürzten und durch
Konnektoren wiederverbundenem, kliniküblichen Schlauchsystem verglichen
wurde, zeigte, dass die Beeinflussung der Biokompatibilitätsparameter durch die
Schlauchmaterialien und durch die Konnektorenübergänge nicht unerheblich war.
Durch den Einsatz des Meise-Schlauchsystems ohne Konnektoren konnten die
nicht durch den Dialysator bedingten Veränderungen der
Biokompatibilitätsparameter (TAT, C5a, PF 4) reduziert und damit die
Sensitivität des Versuchsaufbaus erhöht werden.
Falkenhagen et al. beschrieben als Hauptproblem bei Versuchen mit
Rezirkulationsmodellen eine Hämolyse durch Rollerpumpen-bedingte
Zellschädigungen, die zu einer signifikanten Veränderung und Beeinflussung der
Biokompatibilitätsparameter führt [92]. Dieser Umstand habe eine Überlagerung
der durch die verwendete Membran verursachten Effekte und damit eine
Abnahme der Sensitivität zur Folge.
In dem hier gewählten Versuchsaufbau konnte eine signifikante Hämolyse durch
eine optimale Pumpenjustierung nachweislich vermieden werden.
Bei dem hier gewählten Versuchsansatz sollten mit dem Blut eines Probanden
jeweils zwei Originaldialysatoren unter identischen Bedingungen miteinander
verglichen werden. Beim Einsatz von zwei identischen Dialysatoren bei gleicher
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Antikoagulation mussten sich demnach auch identische Ergebnisse für die
Biokompatibilitätsparameter ergeben.
Die Rezirkulationsversuche mit zwei identischen Dialysatoren (Cuprophan®-
Membran) und identischer Antikoagulation zeigten, dass sich die
Biokompatibilitätsparameter (TAT, PF 4, C5a) in beiden Systemen in gleicher Art
und Weise veränderten. Es lässt sich daher schlussfolgern, dass beide Membranen
nahezu identischen Einflüssen unterlagen. Die Wiederholung der Versuche
unterstrich die Notwendigkeit, den spenderabhängigen Einfluss auf die
Messungen durch Verwendung von Blut nur eines (!) Probanden für zwei
Systemkreisläufe zu minimieren.
In den bisher veröffentlichten Arbeiten wurden für Versuche mit einem
Rezirkulationsmodell relativ hohe Antikoagulanziendosierungen von bis zu
7 I.E. UFH/ml Blut gewählt [24, 133, 134, 135].
Mit einer Antikoagulanziendosierung von 0,5 – 1,0 I.E. UFH/ml Blut ohne
sichtbare Thrombenbildung wurde bei dem hier verwendeten
Rezirkulationsmodell eine Heparindosis getestet, die in etwa der bei der In-vivo-
Dialyse gebräuchlichen Heparinmenge entspricht.
Die Versuche, bei denen mit 0,5 I.E. UFH ml/Blut und 1,0 I.E. UFH/ml Blut zwei
unterschiedliche Heparinisierungen eingesetzt wurden, belegten den Einfluss der
Heparinisierung auf die plasmatische Gerinnung und auf die Aktivierung der
Thrombozyten. Wie erwartet führte eine höhere Heparindosierung zu einer
deutlich geringeren Aktivierung der plasmatischen Gerinnung gemessen als TAT-
Bildung und zum Ende der Versuchszeit auch zu einer geringeren Aktivierung der
Thrombozyten gemessen als PF 4-Freisetzung.
Die geringere Thrombozytenaktivierung am Ende der Versuchszeit bei höherer
Heparindosierung ist weniger durch eine direkte Hemmwirkung des Heparins auf
die Thrombozytenfunktionen zu erklären als vielmehr durch eine geringere
indirekte Thrombozytenaktivierung durch aktivierte Gerinnungsfaktoren.
6   Diskussion Seite 77
Es ist vorstellbar, dass beim Einsatz von höheren Heparindosierungen als
1,0 I.E. UFH/ml Blut der Einfluss der Dialysemembranen auf die plasmatische
Gerinnung gänzlich von der Antikoagulanzienwirkung überdeckt wird.
Es erscheint daher sinnvoll, für Versuche mit dem Rezirkulationsmodell eine
möglichst niedrige Antikoagulanziendosierung zu wählen, um den Einfluss des
Antikoagulanz auf plasmatische Gerinnung und Thrombozytenaktivierung zu
minimieren, da ansonsten die membranabhängigen Phänomene überlagert werden
könnten.
An Fremdoberflächen kommt es nach Ausbildung eines Proteinfilms zur
Thrombozytenadhäsion, -aggregation und Degranulation der α-Granula mit
Freisetzung von Plättchenfaktor 4. Diese Phänomene sollen membranabhängig
sein, sich negativ auf die zirkulierende Plättchenzahl auswirken [78, 139, 140]
und zu einem Anstieg der Plasmakonzentration von PF 4 führen [141 , 142, 143].
Bezüglich des Einflusses verschiedener Membranen auf die Thrombozytenzahl
wurden in der Vergangenheit widersprüchliche Ergebnisse veröffentlicht. Unter
anderem berichtete Falkenhagen et al. 1983 von einem ausgeprägteren
Thrombozytenabfall während der Dialyse mit einer Cuprophan®-Membran im
Vergleich zur Polysulfon-Membran [140]. Andere Untersucher konnten diese
Beobachtung nicht bestätigen [139, 144, 143].
Auch für die Thrombozytenaktivierung im Rahmen der Hämodialyse gemessen
als Anstieg der Plasmakonzentration für Plättchenfaktor 4 ergibt sich kein
einheitliches Bild.
Beispielsweise kam die klinische Studie von Vanholder et al., 1994, zu dem
Schluss, dass Polysulfon im Vergleich zu Cuprophan® eine geringere
Thrombozytenaktivierung, gemessen als PF 4-Freisetzung, hervorruft [142]. Ex-
vivo-Untersuchungen von Mulvihill et al., 1997, konnten keine Unterschiede
zwischen Cuprophan® und Polysulfon bezüglich der Thrombozytenaktivierung
feststellen [165].
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Im hier verwendeten Rezirkulationsmodell konnte beim Einsatz einer
Cuprophan®- und einer Polysulfon-Membran kein signifikanter Unterschied bei
der zirkulierenden Plättchenzahl festgestellt werden. Beide Dialysatoren führten
in den ersten 5 Minuten der Versuchszeit zu einem gleichartigen
Thrombozytenabfall um maximal 30 %. Ein Einfluss der Heparindosierung war
nicht ersichtlich.
Neben dem Thrombozytenabfall riefen sie auch eine vergleichbare
Thrombozytenaktivierung (PF 4-Freisetzung) hervor.
Matsuda konnte in einer Untersuchung 1989 einen Zusammenhang zwischen
Oberflächenladung und Thrombozytenadhäsion herstellen. Extrem polare bzw.
hydrophile Oberflächen, zu denen auch die Cuprophan®-Membran zu zählen ist,
führten demnach zu einer sehr geringen Plättchenadhäsion im Vergleich zu stark
hydrophoben, stark negativ und stark positiv geladenen Oberflächen [145]. Die
Polysulfon-Membran ist prinzipiell eine hydrophobe Membran, bei der aber je
nach Herstellung hydrophile Mikrodomänen eingestreut sind, was sich theoretisch
günstig auf die Plättchenadhäsion auswirken könnte.
Neben der Oberflächenladung spielen bei der Thrombozytenadhäsion an
Fremdoberflächen allerdings noch eine Reihe membranabhängiger Faktoren eine
wichtige Rolle. Dazu zählt die Fähigkeit einer Dialysemembran, Plasmaproteine,
v.a. Albumin und Fibrinogen, zu adsorbieren. Albumin hemmt und Fibrinogen
fördert die Plättchenadhäsion an Fremdoberflächen [146, 147]. Dabei ist das
Verhältnis der adsorbierten Proteine nicht in einfacher Weise von deren
Plasmakonzentrationen sondern auch von den physikochemischen Eigenschaften
der Fremdoberfläche abhängig [23].
Tzoneva et al., 2002, untersuchten in vitro in einem plasmafreien System die
Adsorptionsfähigkeit von mehreren Dialysemembranen für Fibrinogen. Sie kamen
zu dem Ergebnis, dass hydrophobe Oberflächen (z.B. Polysulfon) eine
ausgeprägtere Fibrinogenadsorption hervorrufen und damit zu einer
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ausgeprägteren Plättchenadhäsion führen als hydrophile Oberflächen (z.B.
Cuprophan®) [148].
Weitere nicht zu vernachlässigende Einflussgrößen der Plättchenadhäsion (z.B.
lokaler Blutfluss, Scherkräfte, Temperatur) sind weniger durch das
Membranmaterial als durch die Geometrie des Dialysators und den Gesamtaufbau
des Dialysesystems bedingt [149, 150, 151, 84].
Nicht nur die Thrombozytenaktivierung, sondern auch die plasmatische
Gerinnung und ihre Beeinflussung durch Blut-Fremdoberflächen-Kontakt war und
bleibt ein kontrovers diskutiertes Thema. Prinzipiell herrscht Einigkeit über die
Tatsache der Aktivierung der Gerinnungskaskade im Extrakorporalkreislauf des
Dialysesystems, die den Zusatz eines Antikoagulanz zum Blut des Patienten
erforderlich macht. Die gerinnungsaktivierenden Prozesse im einzelnen sind
allerdings unklar und nicht verstanden [25]. Gerade die Antikoagulation machte in
der Vergangenheit Untersuchungen des Gerinnungssystems schwierig, so dass
Arbeiten, die sich mit der Thrombogenität verschiedener Dialysemembranen
beschäftigten, rar und inkonsistent sind [10].
Ambühl et al., 1997, beobachteten bei Polysulfon eine stärkere Aktivierung der
plasmatischen Gerinnung als bei Cuprophan® [152]. Mulvihill et al., 1997,
konnten diese Beobachtungen nicht bestätigen [165].
Arbeiten, die sich mit weiteren Dialysemembranen, in erster Linie Polyacrylonitril
(AN69®) und Celluloseacetat, beschäftigten, ließen ebenfalls bisher keine
Klassifizierung der Membranmaterialien in stark thrombogene und gering
thrombogene Dialysemembranen zu [153, 154, 139, 71, 64, 143].
Das Problem bei den durchgeführten klinischen Studien, die sich mit der
Thrombogenität von Dialysemembranen befassten, war die Kontrolle von nicht-
membranabhängigen Einflussgrößen, z.B. Grad der Urämie und medikamentöse
Therapie der Patienten, Anämie, Blutflussrate, Luftfallen, Rollerpumpen, Art
(intermittierend oder kontinuierlich) und Dosis der Heparinisierung [10]. Ein
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weiterer entscheidender Punkt war das unterschiedliche Ansprechen
verschiedener Probanden auf die Heparinisierung, die die Thrombenbildung
unabhängig von der eingesetzten Dialysemembran im Extrakorporalkreislauf in
hohem Maße beeinflusste. In-vitro-Ansätze wie das Rezirkulationsmodell, bei
dem das Blut eines einzigen Probanden verwendet wird, ermöglichen eine bessere
Kontrolle dieser nicht-membranabhängigen Einflussgrößen und sind daher eher
geeignet für Untersuchungen der Thrombogenität von Dialysemembranen. 
Die Versuchsreihe mit Cuprophan®- und Polysulfon-Membranen im
Rezirkulationsmodell wies beide Membranmaterialien als in gleichem Maße
thrombogen aus. Polysulfon und Cuprophan® riefen neben der bereits zuvor
erwähnten Thrombozytenaktivierung (PF 4-Freisetzung) auch eine vergleichbare
Aktivierung der plasmatischen Gerinnung (TAT-Bildung) hervor.
Die Reduzierung der Antikoagulation von 1,0 I.E. UFH/ml Blut auf
0,5 I.E. UFH/ml Blut hatte mit Ausnahme des erwarteten Anstiegs der absoluten
Werte für TAT-Bildung und PF 4-Freisetzung keinen Einfluss auf die
Messergebnisse.
Neben der offensichtlichen Gerinnungsaktivierung im Extrakorporalkreislauf des
Dialysevorgangs führt der Blut-Fremdoberflächen-Kontakt zur
Komplementaktivierung. Cuprophan® gilt als starker Komplementaktivator und
Polysulfon als schwacher Komplementaktivator [155, 156, 157, 158].
Bei vergleichenden Untersuchungen mit dem Rezirkulationsmodell zeigte sich im
System mit dem Cuprophan®-Dialysator eine vielfach stärkere
Komplementaktivierung gemessen als C5a-Bildung als im System mit dem
Polysulfon-Dialysator. Dieses Phänomen stand in Einklang mit den klinischen
Beobachtungen [159, 160, 161, 162, 158, 163] und den bisher veröffentlichten In-
vitro- und Ex-vivo-Untersuchungen [92, 164, 144, 165].
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Verschiedene Arbeiten berichteten von einem Einfluss der Heparindosierung auf
die Aktivierung des Komplementsystems. Demnach wird durch Einsatz einer
hohen Heparindosis die Komplementaktivierung durch die Dialysemembran
unterschätzt [11, 92, 134].
Möglicherweise kommt es bei einer insuffizienten Antikoagulation über
Aktivierung des Gerinnungssystems indirekt zu einer Komplementaktivierung
[104]. Zum Beispiel können die Anaphylatoxine C3a und C5a durch Thrombin
und Plasmin, C3a auch durch Faktor XIIa gespalten werden [166]. Vorstellbar ist
auch eine direkte Hemmung der Komplementkaskade durch hohe Heparindosen
[167].
Eine Versuchsreihe mit zwei Cuprophan®-Membranen und einer Heparinisierung
von 0,5 I.E. UFH/ml Blut und 1,0 I.E. UFH/ml Blut zeigte bezüglich der
Komplementaktivierung keine Unterschiede. Damit scheint bei
Heparindosierungen, die in etwa die klinischen Verhältnisse widerspiegeln, der
Heparineinfluss auf die Komplementaktivierung vernachlässigbar zu sein.
Bemerkenswert war bei den Bestimmungen der Biokompatibilitätsparameter die
hohe Standardabweichung zwischen den Versuchswiederholungen. Betrachtete
man die Einzelversuche, so fiel auf, dass das Ausmaß der Aktivierung von
plasmatischer Gerinnung, Thrombozyten und Komplementsystem von
Blutspender zu Blutspender stark variierte, die Tendenz aber stets
membranabhängig konstant war (siehe Kapitel 5.1.4  „Membranvergleich bei
hoher Heparindosierung“, Abb. 18, 20 und 22).
Aus diesem Grunde konnten immer nur zwei Membranen innerhalb einer
Versuchsreihe miteinander verglichen werden. Ein Transfer der absoluten Werte
für TAT, PF 4 und C5a zum Vergleich mit weiteren Versuchsreihen war nicht
ohne weiteres möglich.
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Blut-Fremdoberflächen-Kontakt führt wie oben beschrieben im
Extrakorporalkreislauf des Dialysesystems zur Aktivierung der plasmatischen
Gerinnung. Es wird angenommen, dass dies in erster Linie über das
Kontaktphasensystem und die intrinsische Gerinnungskaskade geschieht.
Nachgewiesen werden konnte dies für die stark negativ geladene Polyacrylonitril-
Membran. Bezüglich Dialysemembranen mit eher neutraler Oberflächenladung ist
diese Annahme hypothetisch. Eine besondere Schwierigkeit bei der Untersuchung
des Kontaktphasensystems ist die rasche Inaktivierung von Faktor XIIa und auch
Kallikrein durch Plasmaproteinaseinhibitoren, in erster Linie C1-Inhibitor. Die an
C1-Inhibitor gebundenen Faktoren entziehen sich den üblichen
Nachweismethoden.
Bisher wurden keine Arbeiten veröffentlicht, die mit Hilfe des Faktor XIIa-C1-
Inhibitor-Komplexes die Aktivierung des Kontaktphasensystems durch
verschiedene Dialysemembranen erfasst haben.
Ein Ziel dieser Arbeit war daher die Entwicklung einer neuen sensitiven ELISA-
Technik zur Bestimmung des Faktor XIIa-C1-Inhibitor-Komplexes als Marker für
den Aktivierungsgrad des Kontaktphasensystems. Im Gegensatz zum freien
Faktor XIIa ist der Inhibitor-Komplex stabil und akkumuliert im geschlossenen
System des Rezirkulationsmodells. Am Ende der Versuchszeit kann er Aufschluss
über die gesamte stattgehabte Kontaktaktivierung geben. Durch den
Akkumulationseffekt kann so auch eine geringe, aber stetige Kontaktaktivierung
erfasst werden, was einer Verbesserung der Sensitivität entspricht.
Als gebräuchliche Dialysemembranen wurden Cuprophan®, Polysulfon und
Polyacrylonitril bezüglich ihres Einflusses auf die Aktivierung des
Kontaktphasensystems untersucht.
Der im Rahmen dieser Arbeit entwickelte Faktor XIIa-C1-Inhibitor-Komplex-
Immunoassay auf Basis der ABICAP®-Technologie konnte Konzentrationen von
bis zu 0,4 % der theoretischen Maximalkonzentration an Faktor XIIa-C1-Inhibitor
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bei einer oberen Messgrenze von 12,5 % erfassen. Der Intraassaykoeffizient
betrug 6 %.
Bei den Rezirkulationsversuchen mit Cuprophan®, Polysulfon und
Polyacrylonitril führte lediglich die Polyacrylonitril-Membran (AN69®) zu einer
signifikanten Bildung von freiem Faktor XIIa und des Faktor XIIa-C1-Inhibitor-
Komplexes. Cuprophan® und Polysulfon ließen keine Aktivierung des
Kontaktphasensystems erkennen.
Diese Ergebnisse bestätigten die Beobachtung anderer Studien, dass bei der
Dialyse mit der stark negativ geladenen Polyacrylonitril-Membran die
plasmatische Gerinnung in erster Linie über das Kontaktphasensystem aktiviert zu
werden scheint [72, 73, 74, 75].
Bei den Membranen mit eher neutraler Oberflächenladung (Cuprophan® und
Polysulfon) scheint die Kontaktphasenaktivierung nur eine untergeordnete Rolle
zu spielen. Möglicherweise kommt es erst nach Proteinadhäsion,
Thrombozytenadhäsion und -aggregation an den negativ geladenen
Phospholipidstrukturen der Thrombozytenmembran und an den negativ geladenen
Proteinstrukturen zu einer weit geringer ausgeprägten Kontaktaktivierung, die
sich auch einer sehr sensitiven Messmethodik entzieht.
Anders sieht die Situation beim wiederholten Gebrauch von Dialysemembranen
aus. Pegues et al. berichteten 1992 vom Auftreten anaphylaktischer Reaktionen
beim Einsatz gebrauchter Polysulfon-Dialysatoren bei Patienten, die gleichzeitig
eine antihypertensive Therapie mit ACE-Hemmern erhielten [168]. Vienken et al.
erklärten dieses Phänomen durch eine Ablagerung von Plasmaproteinen während
des ersten Gebrauchs des Dialysators. Reinigungsprozesse führten demnach zu
einer Konformationsänderung und Denaturierung der oberflächengebundenen
Proteine mit der Ausbildung negativer Oberflächenladungen, die beim nächsten
Gebrauch über Aktivierung des Kontaktphasensystems zu anaphylaktischen
Reaktionen führen konnten [169].
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In In-vitro-Untersuchungen von Matata et al. aus dem Jahre 1996 konnte gezeigt
werden, dass an einer Cuprophan®-Flachmembran in einem plasmafreien System
keine signifikante Faktor XIIa-Bildung stattfindet. Im Gegensatz zur
Polyacrylonitril-Flachmembran fand sich kein oberflächengebundener
Faktor XIIa. Wie sich die Membranen bei Inkubation mit Blutplasma bezüglich
der Aktivierung von Faktor XII verhielten, konnte diese Untersuchung nicht
klären, da mit dem Direktnachweis von Faktor XIIa im Plasma ein nicht
ausreichend sensitives Verfahren gewählt wurde. Interessanterweise konnte
allerdings demonstriert werden, dass es nach Inkubation mit Blutplasma an der
Cuprophan®-Membran im Gegensatz zu den Ergebnissen in einem plasmafreien
System zu einer signifikant höheren Bildung von membrangebundenem
Faktor XIIa kam als an der Polyacrylonitril-Membran [124].
Die höhere Adsorptionsfähigkeit für Proteine und auch für Thrombozyten
mancher Membranen unabhängig von ihrer Oberflächenladung könnte eine
Erklärung dafür sein, dass negativ geladene Dialysemembranen nicht per se als
thrombogener eingestuft werden können.
In weiteren Rezirkulationsversuchen wurde mittlerweile die Fähigkeit von
Polysulfon und Polyacrylonitril untersucht, in Abwesenheit von Faktor XII die
plasmatische Gerinnung zu aktivieren. Polyacrylonitril zeigte bei den Versuchen
mit Faktor XII-freiem Blut eine signifikant geringere Bildung von TAT als in
Anwesenheit von Faktor XII. Interessanterweise war das Ausmaß der TAT-
Bildung bei Polysulfon weitestgehend unabhängig vom Faktor XII-Gehalt des
Blutes [170].
Während also bei Kontakt von Blut zu stark negativ geladenen Fremdoberflächen
(z.B. Polyacrylonitril) das Kontaktphasensystems für die Aktivierung der
plasmatischen Gerinnung eine entscheidende Rolle spielt, so müssen doch für
eher neutrale Membranmaterialien (z.B. Polysulfon, Cuprophan®) andere
gerinnungsaktivierende Mechanismen diskutiert werden.
Unterstützt wird diese Annahme durch eine Veröffentlichung von Boisclair et al.
aus dem Jahr 1993. Wider Erwarten konnte bei Patienten, die sich einer offenen
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Herzoperation unterzogen, trotz ausgeprägtem Blut-Fremdoberflächen-Kontakt
durch den extrakorporalen Kreislauf der Herz-Lungen-Maschine keine
ausgeprägte Aktivierung des Kontaktphasensystems festgestellt werden [171].
Ein möglicher alternativer Mechanismus bei der Aktivierung der plasmatischen
Gerinnung im Rahmen des Blut-Fremdoberflächen-Kontaktes könnte die
Dysbalance zwischen pro- und antikoagulatorischen Faktoren bedingt durch das
Fehlen des Endothels im extrakorporalen Kreislauf sein.
Die antikoagulatorische Wirkung von Antithrombin III wird durch
endothelständige heparinähnliche Proteoglykane verstärkt. Außerdem befindet
sich auf den Endothelzellmembranen Thrombomodulin, ein Thrombinrezeptor,
der einerseits Thrombin inaktiviert und andererseits zur Aktivierung von
antikoagulatorisch wirksamen Protein C führt. Ein weiterer Schutzmechanismus
vor intravasaler Gerinnung umfasst die Synthese und Freisetzung von
gerinnungshemmendem Prostazyklin (PGI2) durch das Endothel.
Es kann also ohne zusätzliche prokoagulatorische Stimuli allein durch den
Wegfall des antikoagulatorisch wirksamen Endothels zur Aktivierung der
plasmatischen Gerinnung kommen [25].
Nicht zu vernachlässigen ist außerdem der Einfluss an der Membranoberfläche
adhärenter und aktivierter Thrombozyten auf die Gerinnungsvorgänge. Nachdem
initial Plasmaproteine an Fremdoberflächen adsorbiert werden, kommt es im
folgenden zunächst zur Adhäsion und dann zur Aggregation und Aktivierung der
Thrombozyten, so dass thrombogene Inhaltsstoffe der Thrombozyten freigesetzt
werden [25, 98]. Schließlich gibt es Hinweise dafür, dass an der
Thrombozytenoberfläche unabhängig von Faktor XII die intrinsische
Gerinnungskaskade aktiviert werden kann [172].
1999 berichteten Giesen et al., dass neben dem gewebsständigen Faktor III
(Gewebsfaktor), der bei einer Gefäßverletzung über Aktivierung von Faktor VII
den extrinsischen Reaktionsweg der plasmatischen Gerinnung in Gang setzt und
so zu Thrombusbildung und Wundverschluss beiträgt, auch ein im Blut
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zirkulierender „Gewebsfaktor“ existiert. Ohne Gefäßverletzung sollte demnach
eine Aktivierung der plasmatischen Gerinnung über den extrinsischen
Reaktionsweg möglich sein [173].
Welchen Beitrag der zirkulierende Gewebsfaktor bei Blut-Fremdoberflächen-
Kontakt tatsächlich zur Thrombusbildung leistet, ist noch unklar [174]. Eine
unterschiedliche Affinität verschiedener künstlicher Oberflächen für den
zirkulierenden Gewebsfaktor könnte allerdings Einfluss auf die thrombogenen
Eigenschaften dieser Materialien haben.
In Zukunft wird es erforderlich sein, Techniken zu entwickeln, mit denen neben
dem Kontaktphasensystem auch alternative Mechanismen der
Gerinnungsaktivierung durch Blut-Fremdoberflächen-Interaktionen untersucht
werden können.
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7  Zusammenfassung
Ziel der vorliegenden Arbeit war es mit dem In-vitro-Dialyse-
Rezirkulationsmodell ein Testsystem zu entwickeln und im folgenden zu
evaluieren, welches es einerseits ermöglichen sollte, Originaldialysatoren unter
kliniknahen Bedingungen hinsichtlich ihrer Biokompatibilität zu untersuchen und
miteinander zu vergleichen sowie andererseits detaillierte Einblicke in die
pathophysiologischen Abläufe, die beim Blut-Fremdoberflächen-Kontakt in Gang
gesetzt werden, zu erhalten.
Evaluiert wurde das System, indem Dialysatoren mit gebräuchlichen
Membranmaterialien (Cuprophan®, Polysulfon) bei unterschiedlichen
Antikoagulanziendosierungen vergleichenden Untersuchungen unterzogen
wurden. Komplement-, Gerinnungs- und Thrombozytenaktivierung hervorgerufen
durch Blut-Membran-Interaktionen wurden mittels etablierter Marker (C5a, TAT,
PF 4) erfasst.
Da ausreichend sensitive Untersuchungsmethoden zur Beurteilung einer
Aktivierung des Kontaktphasensystems durch Fremdoberflächen nicht zur
Verfügung standen, wurde auf Grundlage der ABICAP®-Technologie ein
sensitiver Immunoassay zum Nachweis des Faktor XIIa-C1-Inhibitor-Komplexes
entwickelt. Mit Hilfe dieses Assays wurde insbesondere der Frage nachgegangen,
ob nahezu neutral geladene Dialysemembranen (Cuprophan®, Polysulfon) zu
einer signifikanten Aktivierung des Kontaktphasensystems führen, wie es bereits
für die negativ geladene Polyacrylonitril-Membran gezeigt werden konnte, oder
ob alternative Aktivierungsmechanismen der plasmatischen Gerinnung hier eine
bedeutendere Rolle spielen.
Die dargestellten Ergebnisse zeigen, dass das In-vitro-Dialyse-
Rezirkulationsmodell verschiedene Membranen bezüglich ihres Einflusses auf
Parameter der Biokompatibilität unterscheiden kann. Cuprophan® führte
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unabhängig von der Heparindosierung zur ausgeprägtesten
Komplementaktivierung. Bezüglich ihrer Thrombogenität (Gerinnungs- und
Thrombozytenaktivierung) ließen sich zwischen Cuprophan® und Polysulfon
keine Unterschiede feststellen.
Polyacrylonitril verursachte im Unterschied zu den anderen Dialysemembranen
eine ausgeprägte Aktivierung des Kontaktphasensystems, gemessen als
Faktor XIIa-C1-Inhibitor-Komplexbildung. Eine signifikante Kontaktaktivierung
wurde durch die Cuprophan®- und Polysulfon-Membran nicht hervorgerufen.
Schlussfolgernd steht mit dem In-vitro-Dialyse-Rezirkulationsmodell eine
Möglichkeit zur vorklinischen Untersuchung von Originaldialysatoren bezüglich
ihrer Biokompatibilität zur Verfügung.
Für die Erfassung einer Aktivierung des Kontaktphasensystems ist die
Bestimmung des Faktor XIIa-C1-Inhibitor-Komplexes mittels ABICAP®-
Immunoassay eine geeignete Methode.
Die Untersuchungsergebnisse unterstützen die Annahme, dass die
Polyacrylonitril-Membran in erster Linie über den Hageman-Faktor (Faktor XII)
zu einer Aktivierung der intrinsischen Gerinnungskaskade führt.
Da bei eher neutralen Fremdoberflächen (Cuprophan®- und Polysulfon-Membran)
ebenfalls eine signifikante Aktivierung der plasmatischen Gerinnung (TAT-
Bildung), aber auch mit sensitiver Methodik keine signifikante Aktivierung des
Kontaktphasensystems nachweisbar war, müssen für diese Fremdoberflächen
andere alternative Mechanismen der Gerinnungsaktivierung diskutiert und in
Zukunft untersucht werden.
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